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RENATA GUALBERTO DA CUNHA. Quantificacdo do HSV-1 na mucosa bucal de
pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda. 2016. 118 f. Dissertacao de
Mestrado apresentada ao Programa de Po6s-Graduacdo em Odontologia da
Universidade Federal do Amazonas, Manaus-AM.

RESUMO

Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é a neoplasia maligna mais comum em criancgas,
principalmente do sexo masculino, sendo a quimioterapia o tratamento indicado para
esses pacientes. Efeitos colaterais secundarios decorrentes da terapia tém sido
relatados, sendo a mucosite um dos mais comuns. Tem sido sugerido na literatura que
o HSV-1 desempenha papel importante na severidade da mucosite bucal em pacientes
com doencas onco-hematoldgicas. Este trabalho quantificou 0 HSV-1 na mucosa bucal
de pacientes pediatricos com LLA submetidos ao protocolo GBTLI LLA-2009, na
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), correlacionando
sua carga viral com as diferentes fases do tratamento e em relacdo a presenca e
graduacédo da mucosite bucal. Foram avaliados vinte pacientes por meio de exame
clinico da mucosa bucal para identificacdo de les6es bucais, bem como a coleta de
células da mucosa jugal em varios momentos das diferentes fases da quimioterapia.
Foi realizada extracdo de DNA dessas amostras para posterior deteccdo e
quantificacdo da carga viral do HSV-1 por meio da técnica de PCR em Tempo Real. Os
dados foram analisados por meio dos testes de Mann Whitney e Kruskal Wallis com
nivel de significancia de p < 0,05. Do total de pacientes, metade era do sexo masculino,
a maioria com idade entre 1 e 6 anos (80%) e com LLA do tipo B de baixo risco (75%).
Labios ressecados (15%) e mucosite bucal (35%) foram as manifestacdes bucais
encontradas. Detectou-se a presenca do HSV-1 na mucosa bucal de 80% dos
pacientes em algum momento do tratamento quimioterdpico havendo predominancia
do virus na fase de Intensificacdo somente no grupo de pacientes com LLA B alto risco,
nao havendo diferencas na carga viral do HSV-1 nas diferentes fases do tratamento no
grupo de LLA B de baixo risco. Maior ocorréncia de mucosite foi observada na
prefase/inducéo (75%) ocorrendo valores mais altos de carga viral nesses pacientes
em relacao aos livres de mucosite, porém sem significancia estatistica. Sugere-se que
a presenca do HSV-1 na mucosa bucal de pacientes com LLA B é frequente, e sua
carga viral pode estar diferenciada nos subtipos de LLA B. No entanto, o papel do HSV-
1 no surgimento da mucosite bucal ainda nao esté claro.

Palavras-chave: Leucemia Linfoblastica Aguda, Mucosite Bucal, HSV-1, Reacao da
Polimerase em Cadeia em Tempo Real.



RENATA GUALBERTO DA CUNHA. Quantification of HSV-1 in the buccal mucosa of
pediatric patients with Acute Lymphoblastic Leukemia. 2016. 118 f. Master of Science
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Manaus-AM.

ABSTRACT

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common malignancy in children,
especially in males and chemotherapy is generally the treatment for these patients.
Minor side effects of therapy have been reported, and mucositis is one of the most
common. It has been suggested in the literature that HSV-1 plays an important role in
the severity of oral mucositis in patients with onco-hematological diseases. This study
quantified HSV-1 in the oral mucosa of pediatric ALL patients undergoing GBTLI ALL-
2009 protocol, from the Foundation of Hematology of the Amazon (HEMOAM),
correlating viral load to the different stages of treatment and also to the presence and
grading of oral mucositis. We evaluated twenty patients by clinical examination of the
oral mucosa to identify oral lesions and also collected cells from buccal mucosa in
several times and phases of chemotherapy. These samples were submitted to DNA
extraction followed by detection and quantification of HSV-1 using Real Time PCR.
Data were analyzed using Mann-Whitney and Kruskal Wallis test with a significance
level of p < 0.05. Of all patients, half of them were male, between 1 and 6 years (80%)
and with ALL Type B low risk (75%). Dry mouth (15%) and oral mucositis (35%) were
the oral lesions found. It was detected HSV-1 presence in the oral mucosa of 80% of
patients at some stage of chemotherapy with predominance of the virus in the
intensification phase only in patients with ALL B high risk, with no differences in viral
load of HSV -1 at different stages of treatment in LLA B group of low risk. Higher
incidence of mucositis was observed in prefase/induction (75%) with higher levels of the
virus in these patients compared to those free of mucositis, but without statistical
significance. It is suggested that HSV-1 is frequent in the buccal mucosa of patients with
B ALL, and its viral load may be different in subtypes of ALL B. However, the role of
HSV-1 at the onset of oral mucositis not it is certain.

Key words: Acute Lymphoblastic Leukemia, Oral Mucositis, HSV-1, Real Time
Polymerase Chain Reaction.
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1 INTRODUCAO

As doencas onco-hematoldgicas sao neoplasias malignas que podem acometer
medula 0ssea, vasos linfaticos, vasos sanguineos e o sangue periférico. A leucemia
linfoblastica aguda (LLA) é a mais comum na infancia, sendo responséavel por até 80%
das leucemias em criancas e representando cerca de 30% de todas as neoplasias
infantis. E mais prevalente em criancas do sexo masculino, de cor branca, entre 2 a 5
anos de idade, com incidéncia anual de 9 a 10 casos a cada 100.000 pessoas (1 a 10
anos). As taxas de sobrevida estdo em torno de 80% em cinco anos para criangas com
acesso ao tratamento (GRIMBERG, 2011; GOMEZ-CANDELA et al., 2012). No Estado
do Amazonas, foi estimada incidéncia de 70 casos em homens e 50 casos em mulheres
no ano de 2014, com uma taxa bruta de 3,65 e 5,32 por 100 mil habitantes
respectivamente (INCA, 2014).

O Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda na Infancia
(GBTLI) vem elaborando protocolos terapéuticos para a LLA, baseados principalmente
no risco de recidiva, dados clinico-laboratoriais ao diagnéstico e na resposta precoce
a terapia de inducdo, adaptando a intensidade da quimioterapia aos diferentes grupos
de risco. O protocolo mais recentemente elaborado, o GBTLI LLA-2009, foi baseado
nos resultados dos protocolos elaborados anteriormente, o GBTLI LLA-1993 e o GBTLI
LLA-1999, cujos resultados permitiram identificar um grupo de pacientes com alto risco
de falha indutéria e de recidiva, através de conhecimentos de fenotipagem e
citogenética das células blasticas, juntamente com o conhecimento da resposta do
paciente a terapia. Baseado nisso, o protocolo GBTLI LLA-2009 foi elaborado com
modificacdes nos grupos de pacientes, sendo distribuidos em: pacientes com leucemia

B-derivada de baixo risco de recidiva, pacientes com leucemia B-derivada de alto risco
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de recidiva, pacientes com leucemia T-derivada e pacientes com leucemia Ph*, tendo
cada grupo, abordagens terapéuticas especificas (FIGLIOLIA, 2006; GBTLI LLA-2009).
Manifestacfes bucais podem surgir como um dos primeiros sinais da leucemia.
Sangramento gengival, hiperplasia gengival, candidiase, periodontite e ulceracbes séo
as alterac6es mais frequentes nos pacientes. No entanto, o tratamento quimioterapico
pode desencadear ou intensificar efeitos colaterais secundarios na cavidade bucal,
destacando-se principalmente a mucosite. Sonis (2004) desenvolveu um modelo
tedrico para explicar o desenvolvimento e a resolucdo da mucosite, que esta dividido
em cinco fases: iniciacdo, sinalizacdo, amplificacdo, ulceracédo e cura. A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) elaborou uma escala de toxicidade oral com graus baseados
na severidade da mucosite, que variam de 0 a 4, sendo o grau 0 indicando inexisténcia
de alteracdes, grau 1 indica dor e eritema, grau 2 indica eritema e Ulceras, grau 3 para
eritema difuso (dieta liquida) e grau 4 para Ulceras difusas, que tornam a alimentacdo
impossivel, e, tendo em vista estas alteracdes, a mucosite em seus graus mais
elevados pode servir como porta de entrada para infeccdes por virus, bactérias e fungos
(WHO, 1979; PUYAL-CASADO et al, 2003; JAVED et al., 2012; YE et al., 2013).
Estudos sugerem que h&d uma relacdo importante entre a presenca do virus HSV-
1 e 0 agravamento da mucosite bucal (ANIRUDHAN et al., 2008; DJURIC et al., 2009;
CHEN et al., 2011; MENDONCA et al., 2012) e dados sobre relacédo da prevaléncia e
quantificacdo do HSV-1 em criangas diagnosticadas com LLA bem como a relagéo
deste DNA-virus com quadros de mucosite e seu agravamento ainda nao estao claros.
Como hipotese temos que, durante o tratamento da LLA, com a administracéo
da quimioterapia, ha a ocorréncia de efeitos colaterais secundarios na cavidade bucal,
além da alteracdo do equilibrio da microbiota bucal, contribuindo assim para a

intensificacdo do processo de mucosite bucal em pacientes pediatricos com LLA.
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Diante disso, torna-se necessario aprofundar os conhecimentos sobre a
caracterizacdo da microbiota bucal na LLA, especialmente do HSV-1, e sua correlagéo
com a saude bucal de pacientes infantis portadores desta doenca onco-hematoldgica,
estando eles ou ndo com mucosite bucal, podendo este estudo contribuir para a gestéo
das complicacdes bucais associadas a estes individuos.

Portanto, o objetivo geral do presente trabalho foi quantificar o HSV-1 na mucosa
bucal de pacientes pediatricos com Leucemia Linfoblastica Aguda tratados através do
protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda na

Infancia GBTLI LLA-2009.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Considerac0Oes gerais sobre Doencas Onco-Hematoldgicas

Doencas onco-hematoldgicas sdo neoplasias malignas que podem afetar o
sangue, medula 6ssea, vasos sanguineos e vasos linfaticos (GOMEZ-CANDELA et al.,
2012), estando os linfomas e as leucemias dentre 0os mais incidentes na infancia
(GRIMBERG, 2011).

A leucemia é o cancer mais comum nha populacéo infantil, e dependendo do
curso da doenca e da linhagem celular afetada, pode ser classificada em linfoide aguda,
linfoide crénica, mieloide aguda, mieloide crénica e mielomonocitica crénica (BARION
et al., 2007). Considerando os aspectos clinicos e patologicos, a leucemia pode ser
classificada em aguda ou cronica. A forma cronica é caracterizada por um aumento
excessivo no numero de células maduras anormais da série branca do sangue, levando
meses ou até anos para progredir enquanto a aguda caracteriza-se pelo aumento
rapido no numero de células imaturas do sangue, o que faz com que a medula 6ssea
seja incapaz de reproduzir células sanguineas saudaveis. Outra classificacdo das
leucemias € em relacédo ao tipo celular afetado, podendo ser linfoide ou mieloide. A
leucemia é dita linfoide se tiver origem nos linfoblastos, e mieloide se tiver origem em
células das linhagens granulociticas e monociticas (INCA, 2014).

Apesar de a etiologia das leucemias ndo estar totalmente esclarecida, diversos
estudos demonstram que alteracdes cromossomicas e moleculares nas células
leucémicas, hereditariedade, condi¢cdes genéticas relacionadas a estabilidade e ao

reparo do DNA, processos infecciosos, exposicao a agentes quimicos ou irradiaces e

ainda, exposicao a um agente ainda nao reconhecido, estejam fortemente associadas
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ao seu desencadeamento (McNALLY, EDEN, 2004; BARION et al., 2007; FARIAS,

2010).

2.2 Leucemia Linfoblastica Aguda

2.2.1- Conceito

A Leucemia Linfoblastica Aguda representa um grupo de malignidades que
acometem as células da linhagem linféide B e T-precursoras, em que a medula 6éssea
produz rapidamente grande quantidade de células imaturas, os blastos, que acabam
por substituir as células saudaveis, podendo se depositar em diversos 6rgaos e tecidos.
Pode acometer tanto criangas quanto adultos e a heterogeneidade clinica do curso e
desfecho da doenca, especialmente quando se comparam as populacdes adulta e
pediatrica, reflete diferentes subtipos biolégicos (JAVED et al., 2012; ZUCKERMAN,

ROWE, 2014).

2.2.2 - Epidemiologia

De todos os tipos de leucemia, a LLA é a mais comum em pacientes pediatricos
(INCA, 2014), sendo responsavel por até 80% das leucemias em criancas e
representando cerca de 30% de todas as neoplasias infantis (GOMEZ-CANDELA et al.,
2012), com pico de incidéncia entre 2 e 5 anos de idade (PUI, ROBISON, LOOK, 2008)
e predilecdo pelo sexo masculino, na proporcao de 1,2:1 (KABRIAEI, ANASTASI,
LARSON, 2003; GRIMBERG, 2011). No entanto, também pode acometer individuos

adultos, representando cerca de 20% das leucemias nesta populacdo (ZUCKERMAN,
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ROWE, 2014). A LLA ocorre mais em caucasianos do que em negros, com uma relacao
de 1,5/100.000 em brancos e 0,8/100.000 em negros (LEITE et al., 2007).

Ribeira e Oriol (2009) demonstraram que a incidéncia anual da LLA em criancas
de 1 a 10 anos é cerca de 9 a 10 casos por 100.000 pessoas. Segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), para o ano de 2014, estimou-se no Brasil incidéncia de
cerca de 5.050 casos de leucemia (de todos os tipos) na populacdo masculina e de
4.320 casos na populacéo feminina, com risco estimado de 5,20 casos novos para cada
100 mil homens e 4,24 para cada 100 mil mulheres.

Na regido Norte, com excessdo das neoplasias de pele ndo-melanoma, a
leucemia € o quinto cancer mais comum em homens e o sétimo em mulheres. No
Estado do Amazonas, foram estimados para 2014, 70 novos casos de leucemia em
homens com taxa bruta de 3,65 por 100 mil habitantes, sendo 50 casos novos na
cidade de Manaus (taxa bruta de 5,32) enquanto para as mulheres, 40 casos novos no
Estado (taxa bruta de 2,31), sendo os 40 na capital (taxa bruta de 3,87) (INCA, 2014).

Em relacdo a sobrevida, observam-se variacdes dependendo da populacéo,
sendo que nos Estados Unidos e Europa Ocidental, esse indice € de 43% em cinco
anos para homens, ao passo que na América do Sul este indice é de 24%. Este fato
pode ser explicado devido ao diferente padrdo de acesso pelas populacdes ao
tratamento da leucemia (INCA, 2014). Para as criangas, a sobrevida em cinco anos
chega a 80% em areas com acesso ao tratamento (PUI, ROBISON, LOOK, 2008;

SILVERMAN et al., 2010).
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2.2.3 - Classificacao

No ano de 2008, a OMS em colaboracdo com a Sociedade de Hematopatologia
e a Associacao Europeia de Hematopatologia publicaram uma revisao e atualizacéo da
classificacéo de tumores de tecidos linfoides e hematopoiéticos. Esta nova classificacédo
incorpora informacgfes baseadas em estudos clinicos e inclui novos critérios para o
reconhecimento de algumas neoplasias previamente descritas, bem como o
esclarecimento e refinamento da definicAo de critérios para novas entidades
identificadas e variantes. Esta classificacdo utiliza informacbes baseadas na
morfologia, citoquimica, imunofenotipagem, genética e recursos clinicos para definir
entidades clinicamente significativas da doenca (VARDIMAN et al., 2009; CAMPO et

al., 2011) (Quadro 1).

uadro 1. Classificacdo das Leucemias Linfoblasticas Agudas, segundo OMS (2008).
Leucemias agudas de linhagem ambigua

Leucemia aguda indiferenciada

Leucemia aguda de fenétipo misto com t(9;22)(q34;911.2); BCR-ABL1
Leucemia aguda de fenétipo misto t(v;11g23); MLL rearranjado
Leucemia aguda de fenétipo misto B-mieloide ndo especificado
Leucemia aguda de fenétipo misto T-mieloide nédo especificado

Entidade Proviséria: Leucemia/linfoma de células blasticas NK

Leucemia linfoblastica B/ Linfoma

Leucemia linfoblastica B/Linfoma néo especificado

Leucemia linfoblastica B /linfoma com anormalidades genéticas recorrentes
Leucemia linfoblastica B /linfoma com 1(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL 1

Leucemia linfoblastica B /linfoma com t(v;11g23); MLL rearranjado

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

Leucemia linfoblastica B /linfoma com hipodiploidia

Leucemia linfoblastica B /linfoma com t(5;14)(q31;932) IL3-IGH

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

Leucemia linfoblastica T/ Linfoma
Fonte: baseado em VARDIMAN et al. (2009).
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2.3 Manifestacfes bucais da LLA

Em pacientes com LLA, o sistema imunoldgico pode estar comprometido, ja que
os linfécitos exercem importante papel na defesa contra agentes invasores. Sabe-se
gue a composicado da microbiota de um hospedeiro € determinada tanto por fatores do
préprio hospedeiro quanto fatores ambientais, logo, se o equilibrio de qualquer um
desses fatores for perturbado, pode ocorrer uma drastica mudanca na composicao da
microbiota e entdo ocorrer manifestacdes clinicas de doencas (WANG et al., 2014).

Em alguns individuos, a leucemia se manifesta primeiramente na cavidade bucal.
Tais manifestacdes podem estar presentes em metade dos pacientes com leucemia
aguda, especialmente a LLA, onde lesdes como sangramento gengival, hiperplasia
gengival, candidiase, periodontite e ulceracdo podem ser observadas (PUYAL-
CASADO et al., 2003), e microrganismos orais sdo suspeitos de estar envolvidos na

ocorréncia ou no agravamento de tais complicagdes (PAUNICA et al., 2009).

2.4 Protocolos de Tratamento para LLA

2.4.1 Protocolos Terapéuticos do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia

Linfoblastica Aguda na Infancia (GBTLI LLA)

O Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda na Infancia,
desde a década de 90, vem elaborando protocolos de tratamento para LLA na infancia,
como o protocolo GBTLI LLA-93, onde os pacientes foram divididos em trés grupos: o
de risco béasico verdadeiro, o de risco basico e o de alto risco de recidiva. Em 1999 foi

criado o protocolo GBTLI LLA-99, que dividiu os pacientes em apenas dois grupos: o
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de baixo e o de alto risco de recidiva. Estes protocolos adotaram como critério de risco
os dados clinico-laboratoriais ao diagndstico e a resposta precoce a terapia de inducéo,
adaptando a intensidade da quimioterapia aos diferentes grupos de risco. A terapia
ajustada ao grupo de risco tem sido o principal foco do tratamento da LLA na crianca.
Procurando equilibrar os riscos e os beneficios oferecidos pelo tratamento, a terapia
mais agressiva tem sido aplicada aos pacientes que estdo em maior risco de recaida
da doenca, enquanto a menos agressiva € recomendada para 0s pacientes com menor
risco. Esses protocolos foram divididos em cinco fases: indugdo da remissao,
consolidacdo da remissdo, intensificacdo, consolidacdo tardia e manutencao
(FIGLIOLIA, 2006; GBTLI LLA-2009; FARIAS, 2010).

Mais recentemente, em 2009, foi elaborado o conceito do protocolo GBTLI LLA-
2009 baseado nos resultados dos estudos GBTLI LLA-93 e GBTLI LLA-99. Além do
uso de critérios clinicos, critérios de fenotipagem e citogenética também séo utilizados
no protocolo. Algumas caracteristicas de fenotipagem e de citogenética desfavoraveis
da célula blastica influenciam sensivelmente resultados da terapia. Esses resultados
sdo avaliados no inicio do tratamento (no 8° e 15° dia), no final da fase de inducéo (35°
dia) e em longo prazo nas taxas de sobrevida global e sobrevida livre de eventos (GBTLI
LLA-2009).

O conhecimento dessas caracteristicas das células blasticas juntamente com o
conhecimento da resposta do paciente a terapia (medida morfologicamente pela
porcentagem dos blastos leucémicos no sangue periférico no 8° dia ou na medula 6ssea
no 15° e 35° dias) permitiu que houvesse a identificacdo de um grupo de pacientes de
alto risco de falha indutoria e de recidiva. O protocolo GBTLI LLA-2009 excluiu do grupo
de baixo risco os pacientes portadores de LLA T-derivada e LLA Ph*/BCR/ABL

positivos, onde sao indicados protocolos especificos. H4, portanto, para o protocolo
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GBTLI LLA-2009, trés grandes grupos de pacientes: LLA B-derivada, LLA T-derivada
e LLA Ph* e cada grupo com seu protocolo de tratamento especifico (GBTLI LLA-2009).

No protocolo GBTLI LLA-2009, somente a leucemia B-derivada é estratificada
em grupo de baixo e alto risco de recidiva, levando em consideracdo a idade e a
contagem leucocitaria ao diagnostico, acrescido da resposta terapéutica avaliada no
sangue periférico no 8° dia, da citologia da medula 6ssea e doenca residual minima
(medida por citometria de fluxo) no 15° dia, e no final da fase de inducdo (35° dia)
através de citologia da medula 6ssea e doenca residual minima (medida por PCR)
(GBTLI LLA-2009).

Os critérios de inclusédo dos pacientes nos grupos de baixo ou de alto risco de
recidiva para LLA B-derivada sdo baseados na idade, leucometria inicial, acometimento
do sistema nervoso central (SNC) e citogenética desfavoravel. (Quadro 2).

A terapia proposta pelo GBTLI LLA-2009 para os pacientes com LLA B-derivada

€ a seguinte:

LLA B-derivada de baixo grau de recidiva:

o Prefase: permite alcancar melhores condi¢des clinicas para o inicio da inducao. Sera
administrado 60 mg/m?/dia de Prednisona por sete dias e uma injecéo intratecal de

Metotrexato no primeiro dia.
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Quadro 2. Critérios de inclusdo dos pacientes nos subgrupos de baixo risco ou alto risco de recidiva da

LLA B-derivada.

GRUPO Idade Leucometria | Acometimento Citogenética de
do SNC ao prognastico
diagndstico
Favoravel
LLA B-derivada (BCR-ABL, rearranjo do
baixo riscode | =1<9anos | <50000/mm?3 Né&o gene MLL e hipodiploidia
recaida < 46 cromossomos)
Desfavoravel ou
LLA B- respondedores
derivada alto >9 anos = 50000/mm? Sim lentos/refratérios a

risco de prefase e terapia de
recaida inducéo
e Inducdo: administracdo de Vincristina, Dexametasona, Daunoblastina e L-

Asparaginose de trés a quatro semanas (prefase + inducéo = 35 dias).

Consolidagao da remisséo: administracdo de Mercaptopurina (6-MP), Citarabine

(Ara-C) por quatro semanas e MADIT no 15° e 35° dias. Se o paciente for um

respondedor lento a terapia inicial, € preconizada a incluséo de Ciclofosfamida nessa

fase, assim como na fase de consolidacao tardia.

Intensificacdo: oito semanas de administracdo de Metotrexato 2g/m? a cada duas

semanas (x4) e MADIT intratecal de acordo com a idade.

Consolidacao tardia: administracédo de Dexametasona, Vincristina, Doxorrubicina,

L-Asparaginose, 6-Tioguanina, Citarabine e MADIT por oito semanas.
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Fase de manutencao: 6-Mercaptopurina e Metotrexato serdo administrados por 18
meses e administracdo a cada 8 semanas durante toda a terapia de manutencéo de

injecdes intratecais de MADIT.

LLA B-derivada de alto grau de recidiva:

Prefase: administragdo de Prednisona 60mg/m?/dia por sete dias e inje¢do intratecal
de Metotrexato no primeiro dia.

Inducéao: administracdo de Daunorrubicina, L-Asparaginose, Prednisona Vincristina,
com objetivo de alcancar a remissdo clinica completa em quatro semanas;
administracdo de MADIT. A Ciclofosfamida é administrada adicionalmente em
pacientes respondedores lentos a terapia da prefase e inducéo.

Consolidacao da remissao: administracado de Etoposide, Citarabine, 6-Tioguanina
e Vincristina, Prednisona, 6-Mercaptopurina e Metotrexato por oito semanas.
Intensificag&o: Dividida em dois blocos: um com administragdo de Vincristina,
Doxorrubicina, L-Asparaginase, Dexametasona e outro bloco com Etoposide,
Citarabine e 6-Tioguanina, por oito semanas.

Interfase: com duracéo de oito semanas, doses intermediarias de Metotrexato para
respondedores rapidos e doses altas desse mesmo farmaco para respondedores
lentos. Uso de L-Asparaginase, 6-Mercaptopurina, Vincristina e Prednisona.
Consolidacao tardia: dividida em dois blocos, um com Vincristina, Daunorrubicina,
L-Asparaginase e Prednisona; outro bloco com Ciclofosfamida, Citarabine e 6-
Tioguanina por oito semanas.

Manutencdo: administracdo de Metotrexato, 6-Mercaptopurina, Vincristina,

Prednisona, MADIT por 18 meses.
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LLA T-derivada:

e Prefase: Administracdo de 60mg/m?/dia Prednisona durante 7 dias e Metotrexato na
dose ajustada a idade.

e Inducdo: Para respondedores rapidos no dia 8, serd feita administracdo de
40mg/m?/dia de Prednisona por 3 semanas (dia 8 a 29); Vincristina 1,5 mg/ m?
endovenosa nos dias 8,15,22 e 29; Daunoblastina 40mg/m? endovenosa nos dias 8,
15 e 22; Uromitexan 300mg/m?/dose; L-Asparaginase 10000 Ul/m? intramuscular;
MADIT administrada nos dias 8, 15 e 35. Para os pacientes respondedores lentos,
no dia 8, na inducdo sera feita a intensificacdo da terapia nos trés primeiros dias com
Daunoblastina. Os demais componentes serdo 0S mesmos descritos para 0s
pacientes respondedores rapidos.

e Consolidacdo da Remissao: Para os respondedores rapidos administracdo de
Metotrexato, Ciclofosfamida, Uromitexan, Etoposide, Citarabine, 6- Tioguanina,
Leucovorin, Vincristina, Prednisona, 6-Mercaptopurina. Para respondedores lentos
sera utilizado Metotrexato, Vincristina, Etoposide, Dexametasona, Doxorrubicina,
Leucovorin, Ciclofosfamida, Uromitexan, Prednisona e MADIT, por 8 semanas.

e Intensificagdo: Esta fase tem duragcdo de 8 semanas e serdo administrados
Vincristina, Doxorrubicina, L-Asparaginase, Prednisona, Etoposide, Citarabine, 6-
Tioguanina e MADIT.

e Interfase: Administracdo de Metotrexato, Leucovorin, L-Asparaginase, 6-
Mercaptopurina, Vincristina, Prednisona e MADIT por 8 semanas.

e Consolidacao tardia: Administragao por 8 semanas de Vincristina, Daunoblastina,
L-Asparaginase, Prednisona, Ciclofosfamida, Uromitexan, Citarabine, 6-Tioguanina

e MADIT.
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e Manutencao: Metotrexato, Leucovorin, 6-Mercaptopurina, MADIT, Vincristina e

Prednisona (duracédo de 18 meses).

LLA Ph*

e Prefase: Nesta etapa sera administrada 60 mg/m?/dia de Prednisona por sete dias.

¢ Inducao: Administracdo de Etoposide, Citarabine 6- Tioguanina, Imatinibe e MADIT
para os respondedores rapidos e Ifosfamida, Uromitexan, Imatinibe e MADIT para
os respondedores lentos.

e Consolidacao da remissao (dividida em 3 blocos por 3 semanas): Etoposide,
Citarabine, 6-Tioguanina, Imatinibe, MADIT, Ifosfamida, Uromitexan, Metotrexato,
Leucovorin, 6-Mercaptopurina, L-Asparaginase,

e Intensificacdo: Administracdo de Vincristina, Damoblastina, L-Asparaginase,
Prednisona, Imatinibe, Etoposide, Citarabine 6-Tioguanina e MADIT por 8 semanas.

e Consolidacéao tardia: Administracdo de Vincristina, Daunoblastina, L-Asparaginase,
Prednisona, Imatinibe, Ciclofosfamida Uromitexan, Citarabine, 6-Tioguanina e
MADIT por 8 semanas.

e Fase de manutencado: Metotrexato, Leucovorin, 6-Mercaptopurina, Imatinibe,
Vincristina, Dexametasona, Ciclofosfamida, Uromitexan, Citarabine e MADIT por 18

meses.

O resumo das fases de tratamento dos grupos de pacientes LLA B-derivada de baixo

e de alto grau de recidiva, LLA T-derivada e LLA Ph* é mostrado no quadro 3.
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Para os lactentes menores de 12 meses e portadores de Sindrome de Down, sao

indicadas abordagens terapéuticas especificas, o que o0s coloca em subgrupos

especiais (GBTLI LLA-2009).

Quadro 3. Representacdo do planejamento global do Protocolo GBTLI LLA-2009 para pacientes com

leucemia linfobl4stica aguda.
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2.5 Manifestacfes bucais pés-tratamento da LLA

O tratamento quimioterapico € capaz de desencadear efeitos colaterais
secundarios em pacientes portadores de doencas hematopoiéticas, e isso pode
interferir na qualidade de vida destes pacientes durante o tratamento antineoplasico
(YE et al., 2013; MORAIS et al., 2014). Alteracbes numerosas na mucosa bucal apos o
inicio do tratamento quimioterapico tém sido relatadas em pacientes com LLA, incluindo
sangramento gengival, aumento gengival, periodontite, xerostomia, mucosite e
infeccbes da mucosa bucal, como candidiase, infeccdo por herpes simples, varicela
zoster e citomegalovirus (WILLIAMS, LEE, 1991; LEVY-POLACK, SEBELLI, POLACK,
1998; SEPULVEDA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; ANIRUDHAN et al., 2008;
JAVED et al., 2012; MORAIS et al., 2014).

Segundo Puyal-Casado et al. (2003), a incidéncia de lesGes bucais varia
conforme o tipo de hemopatia, do tipo de tratamento aplicado e a condi¢ao bucal antes
do aparecimento da doenca, e que o acumulo de fatores faz com que cerca de 85%
dos doentes submetidos a tratamentos com doses elevadas desenvolvam

complicagbes na cavidade bucal.

2.5.1- Mucosite Bucal

Das complicacdes na cavidade bucal decorrentes da quimioterapia, destaca-se
a mucosite (SONIS, 2004; NISCOLA et al., 2007; MENDONCA, 2008; YE et al., 2013),
e sua prevaléncia induzida por quimioterapia tem sido reportada variando de 30% a

75% dos pacientes (AGGARWAL et al., 2014).
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A mucosite bucal pode ocorrer como resultado do efeito toxico direto ou indireto
da quimioterapia realizada. O efeito direto ocorre pela interferéncia na proliferacéo,
maturacao e substituicdo de células da cavidade bucal através da circulagcéo sistémica
e de mudancas na constituicdo da saliva, levando inclusive a quadros de xerostomia.
Em contrapartida, o efeito indireto esta associado com a acdo mielossupressiva que
pode desregular o sistema imunoldgico e o processo de reparacdo, aumentando assim
o risco de infeccdo associada a mucosite bucal (JAVED et al., 2012). Nesse contexto,
a presenca de alguns microrganismos pode aumentar o agravo dos efeitos da mucosite
(MENDONCGCA et al., 2012).

SONIS (2004) desenvolveu um modelo teérico para explicar o desenvolvimento
e resolucdo da mucosite baseado em cinco fases, envolvendo uma cascata de reacoes:

1) iniciacao, 2) sinalizacéo, 3) amplificacdo, 4) ulceracédo e 5) cicatrizacao (Figura 1).

Bacteria colonize
ulcer surface

CDQ’
O
@ : Ingammatory ﬁ /
b infiltrate =
N @R &2 O & e i
P ® @z
1) INICIACAO - ocorre logo apés a administracdo da radiacdo ou da
guimioterapia, que causam danos diretos nas células epiteliais basais e no tecido
subjacente e, paralelas a isso, sdo geradas espécies reativas de oxigénio que
desencadeiam outros processos bioldgicos. Embora a mucosa pareca ser

absolutamente normal nesta fase, uma cascata de eventos comega na submucosa que

resultara em destruicdo da mucosa.
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2) SINALIZACAO — nesta fase ocorre a ativacéo de vias de transducéo, de forma
direta pela radioterapia ou quimioterapia e de forma indireta pelas espécies reativas de
oxigénio, que ativam fatores de transcricdo como p53 e o fator nuclear-kB (NF-kB),
levando a alteracdes nos genes que modulam a resposta ao dano.

3) AMPLIFICACAO - a ativacéo do NF-kB no epitélio e nas células endoteliais e
a ativacdo de macrofagos, estimulam a producéo de citocinas pré-inflamatdrias, tais
como o TNF-a e a IL-1B, que vao amplificar o sinal primario ou vao ativar NF-kB em
outras células. Essas vias de sinalizacdo conduzem a ativacdo de metaloproteinases
de matriz 1 e 3 em células do epitélio e da lamina prépria, o que resultara em leséo
tecidual. Embora os danos biolégicos estejam ocorrendo durante essas trés fases
iniciais da mucosite, o quadro clinico pode mostrar poucas alteracdes, podendo o0s
pacientes manifestarempoucos sintomas.

4) ULCERACAO — nesta fase ha perda da integridade da mucosa, resultando
em lesOes extremamente dolorosas que s&o propensas a colonizacao bacteriana. No
caso de pacientes neutropénicos, estas perdas da integridade da mucosa servem como
porta de entrada para muitos microorganismos da cavidade bucal, podendo levar a
bacteremia e sepse.

5) CICATRIZACAO - o processo de cura envolve a reparacdo do tecido
danificado com as células epiteliais, depois do término da terapia antineoplasica.

Em 1979, a OMS definiu através de uma Escala de Toxicidade Oral, graus para
as lesbes de mucosite baseados na severidade das mesmas, onde foram estabelecidos
(WHO, 1979):

Grau O - Sem alteracdes;

Grau 1 - Dor e Eritema;

Grau 2 - Eritemas e Ulceras; podendo ainda ingerir alimentos solidos;
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Grau 3 - Eritema difuso, leses ulcerativas; requer dieta liquida;

Grau 4 - Ulceras difusas, tornando a alimentac&o impossivel.

Otmani et al. (2011) classificou as mucosites de grau 1 e 2 como mucosites
moderadas e as de grau 3 e 4, mucosites severas. De acordo com o Grupo Consultivo
Europeu sobre Mucosite, esta leséo é classificada como severa em 46% dos pacientes
submetidos a transplantes de células hematopoiéticas e, quando a lesdo assume esse
grau de severidade, a presenca de Ulceras extremamente dolorosas compromete a
ingestao por via oral do paciente, aumentando o risco de desnutricdo, desidratacao
(GOMEZ-CANDELA et al., 2012) e de infeccdes (SONIS, 2004; NISCOLA et al., 2007;
MENDONCA et al., 2012; YE et al., 2013).

Embora tenha ocorrido grande avanco relacionado ao tratamento do cancer,
principalmente em relacdo aos efeitos colaterais secundarios como nauseas e vomito,
ndo ha um tratamento preciso para a mucosite, e as medidas adotadas pelos
profissionais sdo relacionadas ao controle dos sintomas, principalmente da dor, que
dificulta a alimentacéo e a fala dos individuos portadores de leucemias submetidos ao
tratamento quimioterapico, aliando medidas de higiene bucal para controlar a incidéncia
e a gravidade das lesdes (PUYAL-CASADO et al., 2003; EILERS, MILLION, 2007).
Protocolos de higiene bucal tem se mostrado estatisticamente eficientes em pacientes
pediatricos em tratamento quimioterapico antineoplasico quando comparado a grupos
gue nao receberam cuidados, sendo eficaz na reducao da incidéncia de mucosite e sua
gravidade, assim como a sintomatologia dolorosa (CHENG et al., 2001).

Ha estudos que sugerem que a presenca 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 reativacdo do HSV bucal é
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extremamente frequente em pacientes com cancer, tanto os com mucosite, bem como

os sem (DJURIC et al., 2009).

2.6 HSV-1

O virus herpes simples (HSV) pertence a familia Herpesviridae e apresenta DNA
como material genético. S&o observados dois (02) subtipos deste virus, o HSV-1 e o
HSV-2, que diferem principalmente pela regido que infectam. O HSV-1 infecta mais
comumente a regido superior do corpo, principalmente a cavidade bucal, enquanto o
HSV-2 esta relacionado a doenca sexualmente transmissivel, porém podendo também
infectar a cavidade bucal (FATAHZADEH, SCHWARTZ, 2007; ARDUINO, PORTER,
2008). Na familia Herpesviridae, ja foram identificados aproximadamente 130 virus, no
entanto, apenas oito sdo capazes de infectar o homem (MENDONCA, 2008). Na tabela

1 sdo destacados os tipos de virus desta familia capazes de infectar o ser humano.

Tabela 1. Membros da familia Herpesviridae que infectam o ser humano.

TIPO NOME

HHV-1 Herpes simplex-1 (HSV-1)
HHV-2 Herpes simplex-2 (HSV-2)
HHV-3 Varicela Zoster virus (VZV)
HHV-4 Epstein-Barr virus (EBV)
HHV-5 Cytomegalovirus (CMV)
HHV-6 Herpes lymphotropic virus
HHV-7 Human herpes virus-7

HHV-8 Human herpes virus-8 (Associado ao Sarcoma de Kaposi)
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O HSV-1 é bastante comum na populacao geral, e em pacientes submetidos a
quimioterapia é o agente viral mais frequentemente encontrado na cavidade bucal. No
entanto, outros virus da familia Herpesviridae, como o Citomegalovirus, Varicela-Zoster
e Epstein-Barr tém sido encontrados, e estudos sugerem que ha uma relacéo
importante entre a presenca destes virus e o0 agravamento da mucosite bucal,
especialmente do HSV-1, todavia ndo se sabe a real correlacdo desses agentes com a
mucosite bucal (ANIRUDHAN et al., 2008; DJURIC et al., 2009; CHEN et al., 2011;
MENDONCA et al., 2012).

Além dos virus, fungos e bactérias sdo sugeridos como possiveis participantes
no processo de co-infeccdo da mucosite, dentre os quais se podem destacar o género
Candida e bactérias gram-positivas e gram-negativas (LLOID et al., 1994; SAMONIS,
MANTADAKIS, MARAKI, 2000; SEPULVEDA et al., 2003; JAVED et al., 2012).

Mendonca et al. (2012) recentemente demonstraram em criangas com leucemia
linfoblastica aguda correlagdo entre a presenca de HSV-1, fungos e bactérias e a
gravidade da mucosite bucal, onde concluiu que a presenca de HSV-1 e Candida estao
associados ao aumento da severidade da mucosite em criancas e adolescentes nos
dias 14 e 56 da quimioterapia.

Embora muitas caracteristicas sobre HSV-1 estejam bem estabelecidas, dados
sobre relacao da prevaléncia e quantificacdo deste virus em criancas diagnosticadas
com LLA ainda sé&o limitados, bem como a relacdo desse agente viral com quadros de
mucosite e seu agravamento. A literatura relata o uso de vérias técnicas de biologia
molecular para estudar este virus, no entanto, Aggarwal et al. (2014) afirmam que ainda
séo raros os estudos que utilizam a reagdo da polimerase em cadeia (PCR) quantitativa

para deteccdo do HSV-1 em mucosa bucal.
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Diante disso, torna-se necessario aprofundar os conhecimentos sobre a
caracterizacdo da microbiota bucal na LLA, especialmente do HSV-1, e sua relagéo
com a saude bucal de pacientes infantis portadores desta doenca onco-hematoldgica,
estando eles ou ndo com mucosite bucal, podendo este estudo contribuir para a gestéo
das complicacdes bucais associadas a estes individuos.

Como hipoétese temos que, durante o tratamento da LLA, com a administracéo
da quimioterapia, ha a ocorréncia de efeitos colaterais secundarios na cavidade bucal,
além da alteracdo do equilibrio da microbiota bucal, contribuindo assim para a
intensificacdo do processo de mucosite bucal em pacientes pediatricos com Leucemia

Linfoblastica Aguda.



43

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Quantificar o HSV-1 na mucosa bucal de pacientes pediatricos com leucemia
linfoblastica aguda e correlaciona-la com as diferentes fases do tratamento

quimioterapico.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a graduagcdo da mucosite bucal nos pacientes submetidos ao protocolo
terapéutico do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infancia (GBTLI LLA-
2009);

e Avaliar expressdo e quantificacdo do HSV-1 nas diversas fases do tratamento
quimioterapico, através de PCR em Tempo Real;

e Associar a expressao e quantificacdo do HSV-1 com a ocorréncia de mucosite bucal
nas diversas fases do tratamento quimioterapico;

e Verificar a relacdo entre o HSV-1 e a mucosite bucal.
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4 PACIENTES E METODOS

O presente estudo se refere ao desenvolvimento de um projeto de pesquisa
realizado no ambito do Programa de Pos-Graduacdo em Odontologia da Universidade
Federal do Amazonas (PPGO/UFAM), com sede em Manaus/AM, em parceria com a
Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas — HEMOAM.

A pesquisa foi realizada com criancas e adolescentes diagnosticados com LLA

e tratadas na HEMOAM através do Protocolo Terapéutico do Grupo Brasileiro de
Tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda na Infancia GBTLI LLA-2009, onde foi
realizada a investigacdo quantitativa do Herpes virus simples, especificamente do
subtipo HSV-1, e os resultados quantitativos obtidos através da técnica de PCR em
Tempo Real foram correlacionados com o grau de mucosite, além do tipo de LLA,

sexo e idade do paciente.

4.1 Comité de Etica em Pesquisa

Este projeto de pesquisa esta inserido dentro de um projeto mais amplo intitulado
“Analise da Microbiota Bucal de Pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda e sua
Relacdo com a Mucosite Bucal”, que foi previamente aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas-UFAM, através do protocolo

CAAE 30934514.9.0000.5020 2014/2015 (Anexo A).
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4.2. Desenho do estudo

A Pesquisa consistiu em um estudo epidemiolégico do tipo coorte prospectivo,

observacional, descritivo.

4.3 Populacéo de estudo

A populacdo de estudo foi constituida por criancas e adolescentes com idade
entre 1 e 18 anos, de ambos 0s sexos, diagnosticados com LLA, submetidos a
tratamento quimioterapico através do Protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da
Leucemia Linfoblastica Aguda na Infancia (GBTLI LLA-2009) na Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, localizada na Avenida Constantino Nery, N°

4397, Manaus, Amazonas.

4.4 Casuistica

Foram avaliados casos consecutivos de pacientes que deram entrada na

HEMOAM no periodo de marco a outubro de 2015.

4.5 Critérios de Inclusao

e Pacientes diagnosticados com LLA,;

e Pacientes em fase inicial de tratamento quimioterapico ou que tenham iniciado a

prefase da quimioterapia no pronto-socorro onde estavam internados e que em
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seguida foram encaminhados a HEMOAM para dar continuidade ao protocolo,
sendo a coleta realizada a partir do 8° dia da terapia;

e Pacientes que foram submetidos a tratamento através do Protocolo Terapéutico
do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Linfoblastica guda GBTLI LLA-
2009;

e Pacientes de 1 a 18 anos (Os pacientes foram estratificados em grupos etarios:
Grupo 1: de 1 a 6 anos; Grupo 2: de 7 a 12 anos e Grupo 3: de 13 a 18 anos);

e Pacientes de ambos os sexos;

e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o estudo devidamente
preenchido e assinado pelo responsavel (Apéndice A) e Termo de Assentimento
Livre e Esclarecido devidamente preenchido e assinado pelos pacientes maiores

de 14 anos (Apéndice B).

4.6 Critérios de Excluséao

e Pacientes lactentes menores de 12 meses;

e Pacientes com Sindrome de Down.

4.7 Procedimentos de Pesquisa Clinica

O paciente incluido no estudo foi inicialmente submetido a uma avaliagéo clinica
da cavidade bucal, seguindo os parametros de atendimento preconizados pela
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Amazonas (FAO/UFAM). Esta
avaliacdo inicial teve por finalidade detectar qualquer alteragdo bucal prévia ao

tratamento antineoplasico. Para registrar os dados obtidos nesta primeira avaliagéo, foi
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utilizado um formuléario baseado no formulario adotado pela FAO/UFAM (Apéndice C).
O exame clinico da mucosa bucal também foi realizado em etapas subsequentes,
juntamente com a verificacdo da presenca de mucosite bucal e sua graduagcéo. No
momento da avaliagcdo da cavidade bucal foram também coletadas células epiteliais
superficiais da mucosa, sobretudo, na prefase e fase de inducdo da remissédo e na
consolidacéo da remissado, além de fases subsequentes do protocolo GBTLI LLA-2009,
para que pudesse ser feita uma avaliacdo da presenca do virus em diferentes etapas

do tratamento e correlaciona-la com possiveis alteracdes na mucosa bucal.

4.7.1- Avaliacdo e graduacao da mucosite bucal nos pacientes com LLA

Os pacientes foram avaliados clinicamente e classificados quanto a presenca de
mucosite, e sua graduacéo foi feita de acordo com a Escala de Toxicidade Bucal da
Organizacdo Mundial de Saude, como mostrado no quadro 4. Os pacientes com
mucosite graus 1 e 2 da OMS foram classificados como portadores de mucosite
moderada e 0s pacientes com mucosite graus 3 e 4, como portadores de mucosite

severa (OTMANI et al., 2011).

Quadro 4. Classificacdo das mucosites de acordo com a Escala de Toxicidade Bucal da Organizacgéo
Mundial de Saude.

Graduacdo | Sintomas

Grau 0 Sem alteracdes

Grau 1 Dor e Eritema

Grau 2 Eritemas e Ulceras; podendo ainda ingerir alimentos sélidos
Grau 3 Eritema difuso, lesdes ulcerativas; requer dieta liquida
Grau 4 Ulceras difusas, tornando a alimentac&o impossivel

Fonte: Adaptado de WHO (1979).
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4.7.2 - Coleta das células epiteliais da mucosa bucal

A coleta foi realizada em diferentes momentos, sendo a primeira antes do inicio
do tratamento quimioterapico, no dia 0, que seria o dia do diagnéstico da LLA, ou ainda,
no primeiro dia do tratamento, ja considerado prefase, dia D1, portanto relacionados
como dias DO ou D1 (DO/D1). A partir do momento que a terapia foi iniciada, as coletas
foram realizadas principalmente na fase de inducéo, especificamente nos dias D8, D15
e D35, e nas fases subsequentes da terapia, havendo variacdo nos dias de coleta
conforme o subtipo de LLA em que o paciente estava inserido, pois ha variacdo da
duracdo e dos momentos dentro das fases nos diferentes grupos (GBTLI LLA-2009). A
escolha destes momentos para coleta se justifica pelo fato de que nestas fases a
guimioterapia € mais intensa, com administracdo de medicamentos que tém importante
papel na toxicidade da mucosa bucal. A figura 2 ilustra a abordagem de avaliacéo
clinica e os momentos de realizacdo das coletas nas fases iniciais (prefase + inducdo

da remisséo e consolidacao da remissao).
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Figura 2. llustracdo da abordagem de avaliacdo clinica e os momentos de realizagcdo das coletas na
prefase+indugéo e na consolidacao da remissdo. DO= Dia do diagndstico da LLA; D1= Primeiro dia do
tratamento (Prefase); D8= 8° dia do tratamento (Induc&o); D15= 15° dia do tratamento (Induc&o); D35=
35° dia do tratamento (Inducé&o); D1= Primeiro dia do tratamento (Consolidacdo da remisséo); D15= 15°
dia do tratamento (Consolidacdo da remissdo); D29 = 29° dia do tratamento (Consolida¢&o da remisséo);
D50= 50° dia do tratamento (Consolidacdo da remissao).

Antes da coleta do material, foi recomendado que os pacientes realizassem
bochecho com agua esterilizada para a remocéo de possiveis restos alimentares que
estivessem presentes. O material foi coletado da mucosa jugal conforme a técnica

utilizada por Mendonca (2008), atraves de escovas cervicais estéreis (Kolplast®
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Comercial Industrial do Brasil Ltda.), percorrendo a mucosa jugal desde a regido de
molares até a regido de incisivos.

Depois da coleta, a amostra foi preparada para a deteccdo da presenca do virus
através de PCR, onde o material contido na escova e a propria escova cervical (foi
realizado o corte da haste, para que a cabeca da escova fosse armazenada junto ao
material coletado, evitando ao maximo a possibilidade de perda) foram transferidos
para um tubo de 1,5 mL contendo 500 pL de Tampéao TE (Tris HCI na concentracdo de
10mM + EDTA na concentracdo de 1mM pH 8,0) e armazenada a uma temperatura de
-20 C.

Os dias das avaliacfes e coletas das células epiteliais da mucosa bucal foram
baseados nos dias em que 0s pacientes passaram por avaliacdes para 0s grupos de

risco, e estao representados nos quadros 5 a 9.

Quadro 5. Dias selecionados para coleta nos pacientes portadores de Leucemia B-Derivada do
rupo de baixo risco de recidiva

LEUCEMIA B-DERIVADA BAIXO RISCO DE RECIDIVA
Fases Dia da Coleta Numero total de dias por fase
Prefase + Inducéo D0/D1; D8; D15; D35 35 dias
Consolidacdo da remisséo D1; D15; D29 29 dias
Intensificacdo D8 56 dias
Consolidagéo Tardia D29 57 dias
Manutencéo D1 18 meses




Quadro 6. Dias selecionados para coleta nos pacientes portadores de Leucemia B-Derivada do grupo

de alto risco de recidiva.

LEUCEMIA B-DERIVADA ALTO RISCO DE RECIDIVA

Fases Dia da Coleta Numero total de dias por fase
Prefase + Indugéo D0/D1; D8; D15; D35 35 dias
Consolidagdo da remisséao D1; D15; D29; D50 57 dias
Intensificacao D15 57 dias
Interfase D8 57 dias
Consolidacéo Tardia D15 57 dias
Manutencéao D1 18 meses

Quadro 7. Dias selecionados para coleta nos pacientes portadores de Leucemia T-Derivada.

LLA T-DERIVADA

Fases

Dia da Coleta

Numero total de dias por fase

Prefase + Inducéo DO0/D1; D8; D15; D35 35 dias
Consolidagdo da remisséao D1; D15; D29; D50 57 dias
Intensificagédo D1 57 dias
Interfase D8 57 dias
Consolidacéo Tardia D1 57 dias
Manutencéo D1 18 meses

Quadro 8. Dias selecionados para coleta nos pacientes portadores de Leucemia Linfoblastica Aguda
Cromossomo Filadélfia Positivo. Ph+ = Cromossomo Filadélfia Positivo

LLA Ph+
Fases Dia da Coleta Numero total de dias por fase
Prefase + Inducéo D0/D1; D8; D15; D35 35 dias
Consolidacdo da remisséo D1; D8;D15 22 dias
Intensificacdo D15 57 dias
Consolidacéo Tardia D1 57 dias
Manutencéo D1 18 meses
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As informacdes clinico-laboratoriais coletadas foram armazenadas em
formuléario especifico para a pesquisa (Apéndice D).

Foram coletadas 121 amostras provenientes de 20 pacientes durante o estudo,
sendo que destas, 117 foram coletadas da mucosa jugal, conforme a metodologia e 4

amostras foram coletadas diretamente da lesdo de alguns dos casos de mucosite.

4.7.3 - Extracdo do DNA

As etapas laboratoriais do estudo foram desenvolvidas no Laboratério de
Biologia Molecular da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal
do Amazonas - FCF-UFAM (extracdo de DNA) e no Laboratério de Genémica 2 da
HEMOAM (PCR em Tempo Real).

O DNA das amostras foi extraido através de kit de extracdo de DNA viral e/ou kit
de extracdo de DNA gendmico. Inicialmente, algumas amostras foram testadas
utilizando ambos os kits, onde foram verificados resultados satisfatérios, comprovados
pela deteccdo do virus na PCR em Tempo Real, evidenciando a qualidade na extracao

do DNA.

4.7.3.1 Extracdo do DNA através de kit de DNA viral

A extracdo do DNA foi realizada conforme metodologia preconizada pelo
fabricante do kit PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit da Invitrogen® (Figura 3), com
algumas modificagdes. Os tubos de 1,5 mL contendo 500uL de Tampéao TE, a escova
cervical e o material coletado foram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. Em

seguida, as escovas foram removidas dos tubos com pinca e os tubos submetidos a
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leve vortex. ApGs o periodo de 10 minutos, foi realizada nova centrifugacdo a 12000

rpm por 2 minutos.

Figura 3. Kit de extracdo de DNA viral utilizado (Kit PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit da Invitrogen ®).

Foram entdo adicionados 23uL de proteinase K em 500uL de material
proveniente de cada paciente. Em seguida, adicionou-se 200uL do Lysis Buffer, sendo
submetido ao vortex por 15 segundos e incubado por 15 minutos em banho maria a 56
°C, para ativacdo da proteinase K. Apos este tempo, foram adicionados 220uL de
etanol 100% no lisado, novamente submetido ao vortex por 15 segundos e incubado
em temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, transferiu-se o lisado para
tubos com colunas, que foram centrifugados a 8000 rpm por 1 minuto. O material da
coluna foi transferido para outro tubo e foram adicionados na coluna 500uL de Wash
Buffer e centrifugado a 10000 rpm por 1 minuto. Este processo foi repetido mais uma
vez, descartando o material depositado na parte inferior das colunas. O material
remanescente foi entdo centrifugado novamente em rotagdo maxima a 12000 rpm por
1 minuto, sempre descartando o material depositado na parte inferior das colunas. A

coluna foi transferida para um eppendorf estéril, onde foi adicionado 75uL de RNase-
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Free Water no centro da coluna, aquecida a 70°C para facilitar a remocéo do DNA da
membrana. Em seguida, a coluna foi incubada em temperatura ambiente por 1 minuto.
Foi feita entdo a centrifugacdo em 12000 rpm por 1 minuto. Apés esta etapa, o material
purificado foi estocado em freezer a -80°C A Figura 4 ilustra o processo realizado para

a extracao do DNA das amostras.

Le'  cove
esds o0 '8
(RN RS T2 4
embol _ ad
e ss»’t;‘?' 2

23 plL Proteinase K 200 ul Lysis Buffer 15 segundos no vortex 15 minutos a 56°C 220uL de etanol 100%

i 7

&

i.‘ 31 ™
Tubos com coluna

75uL de RNase-Free Water 8000 rpm por 1 minuto

15 segundos no vortex

Figura 4. llustracdo esquematica mostrando a extracdo do DNA utilizando o kit PureLink Viral RNA/DNA
Mini Kit da Invitrogen®

4.7.3.2 Extracao do DNA através de kit de DNA gendmico

A extracao do DNA utilizando kit de extracdo de DNA gendmico foi realizada com
o kit HiYield Genomic DNA Mini kit da BioAmerica (Figura 5), seguindo as orientacdes
do fabricante, com algumas modificagdes.

Os tubos de 1,5 mL contendo 500uL de Tampao TE, a escova cervical e 0
material coletado foram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. Em seguida, foram
adicionados 700 uL de RBC Lysis Buffer, as escovas removidas do tubo com uma pin¢a

e 0s tubos submetidos a leve vortex.
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Cat.No.YGB300
HiYield"™ Genomic DNA Mini Kit

* Seoreat room temperature 15C~25C  For Research Use Only

T

Figura 5. Kit de extragdo de DNA gendmico utilizado (Kit HiYield Genomic DNA Mini kit da BioAmerica).

ApGs o periodo de 10 minutos, foi realizada nova centrifugagdo a 12000 rpm por
2 minutos. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 200uL de GB
Buffer e 25pL de proteinase K nos tubos, sendo submetidos posteriormente ao vortex
e incubados por 30 minutos em temperatura ambiente, antes de serem levados ao
banho maria a 56°C por 10 minutos. Posteriormente foram adicionados etanol 100% no
lisado e agitado em vortex. Em seguida, este conteudo foi transferido para as colunas
e centrifugado a 10000 rpm por 5 minutos. O contetdo que ficou embaixo das colunas
foi descartado e entéo foi acrescentado 300uL de W1 Buffer, centrifugado a 13000 rpm
por 1 minuto e o contetdo da parte debaixo da coluna foi descartado novamente. Em
seguida, foram adicionados 600uL de Wash Buffer, centrifugado a 13000 rpm por 1
minuto e novamente descartado o que passou pela membrana da coluna. Foi realizada
uma nova centrifugacdo a 13000 rpm por 3 minutos e depois adicionados 100uL de
RNase Free Water e centrifugado a 13000 rpm por 1 minuto. O processo foi repetido
por mais uma vez e apos esta etapa, o material purificado foi estocado em freezer a -

80°C.
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4.7.4 - Qualidade do DNA

Para verificar a qualidade do DNA extraido, foi utilizado o gene da 3-globina, que
€ um par de oligonucleotideos designado a amplificar um produto constitutivo comum
a todas as células. Ele foi usado para demonstrar a extracdo adequada dos acidos
nucleicos, permitindo que fossem excluidos possiveis resultados falso-negativos. As
condicbes para a reacdo da PCR do gene da 3-globina foram as mesmas utilizadas
para a reacdo da PCR em tempo real do HSV-1. O oligonucleotideo da p-globina esta

representado na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos da 3-globina.

Oligo- x
Sequéncia (5’ > 3’) Regido no Fragmento
nucleotideos genoma (pb)
PCO3 CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC Regi&o
B-globina exobnica do 123
PCO4 TCACCACCAACTTCATCCAGCTTCACC gene

Fonte: Adaptado de MENDONCA (2008). (pb) nimero de pares de base do fragmento; C, citosina; T,
timina; G, guanina; A, adenina.

4.7.5 - Verificagdo da presenca do DNA homélogo do HSV-1

A presenca e a quantificagdo do HSV-1 nas células da mucosa bucal foram

verificadas através da técnica de PCR em Tempo Real.

4.7.5.1 Controle positivo para a reacao

A amostra utilizada como controle positivo para a reacdo da PCR em Tempo

Real foi gentilmente cedida pelo cirurgido-dentista Dr. Lioney Cabral. Tal amostra foi



57

coletada da cavidade bucal de paciente diagnosticado clinicamente com herpes labial.
A coleta se deu seguindo a mesma metodologia empregada na coleta das amostras
dos pacientes com LLA, utilizando-se escovas cervicais Kolplast®, que foram inseridas
em tubos de 1,5 mL contendo Tampdo TE para a conservacdo do DNA. Foram
coletadas amostras de quatro sitios da cavidade bucal do paciente portador com
herpes. Além da mucosa jugal direita e esquerda, foram coletadas uma amostra da
leséo, localizada em labio, e uma amostra da saliva. Apos a coleta, as amostras foram
imediatamente acondicionadas em refrigerador e posteriormente transportadas em
recipiente térmico para ser refrigerado a -20°C. Como controle negativo da reacao, foi

utilizada agua juntamente com os reagentes.

4.7.5.2 Amplificacdo e Quantificacdo do DNA do HSV-1

Para a detecc¢éao e quantificagdo do HSV-1, foi realizada a metodologia TagMan®
de PCR em Tempo Real utilizando o equipamento automatizado StepOne Plus Real
System (Life Technologies, Foster City, CA) (Figura 6). A técnica empregada permite a

amplificacdo simultdnea a quantificacdo, além de minimo risco de contaminacao

cruzada e menor tempo para obtencao do resultado.
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stepOnePlus

Figura 6. Equipamento automatizado StepOne Plus Real System (Life Technologies, Foster City, CA)

utilizado na técnica de PCR em Tempo Real.

Para a deteccéo do produto, o método utilizado foi o HSV1 Q - PCR Alert kit, o
gual amplifica especificamente a regido do gene codificante a glicoproteina D (gpD) de
HSV-1 e uma regido do gene humano codificante para beta-Globina, sendo esta, o
controle interno de idoneidade da amostra do estudo. Cada oligonucleotideos primers
para HSV-1 sédo especificos para uma regido do gene codificante a gpD de HSV-1
(regido US6). Os oligonucleotideos primers para o controle interno de idoneidade da
amostra sdo especificos para a regido promotora e 5’'UTR do gene humano codificante
para beta-Globina.

O procedimento se deu através de uma sonda especifica para HSV-1 marcada
com o fluoréforo FAM gque foi ativada quando hibridizada com o produto especifico da
reacdo de amplificacdo para HSV-1. Outra sonda especifica para o gene humano da 3-
globina marcada com o fluoréforo VIC foi ativada quando hibridizada com o produto da

reacao de amplificacdo para o gene humano da 3-globina. Durante a PCR em Tempo
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Real, a medida que os ciclos da reacao ocorrem, a sonda especifica hibridiza com a
sequéncia alvo da fita simples de DNA. A emissao da fluorescéncia e, portanto, sua
deteccdo, aumenta com a amplificacdo dos produtos especificos da reacdo de
amplificacdo. Esta fluorescéncia € entdo detectada e registrada pelo equipamento
automatico. A elaboracdo dos dados permite determinar a presenca e a titulacdo do
DNA de HSV-1 na amostra. Quando a fluorescéncia gerada pela sonda atinge um limiar
acima da fluorescéncia basal da reacéo, o equipamento correlaciona qual ciclo ocorreu
e, conjuntamente com os dados obtidos pela curva padrdo, a qual é realizada
concomitantemente a reacao, permite a quantificacdo do DNA da amostra. O ponto do
ciclo na qual a reacéo atinge o limiar da fase exponencial e que permite a quantificacédo
exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia é denominado de Cycle Threshold (Ct).
Os outros reagentes necessarios para a analise qualitativa e quantitativa da
amostra sao abaixo citados (Figura 7):
e PCR Alert AmpliMASTER» (codigo RTS000), mistura de reagentes otimizados,
microplacas (Figura 8) e laminas adesivas para a amplificacdo real time;
e HSV1 Q - PCR Alert AmpliPROBE» (cédigo RTS031-P), sondas fluorescentes
FAM e VIC para amplificacéo real time.
e HSV1 / HSV2 - Positive Control» (cdédigo CTR03), controlo positivo de DNA
plasmidico;
e HSV1 - PCR Standard» (codigo STD031), DNA plasmidico a quantidade

reconhecida para obter a curva padrao.
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Figura 7. Reagentes que compdem o HSV1 Q - PCR Alert kit necessérios para a andlise qualitativa e
guantitativa das amostras, através da técnica de PCR em Tempo Real.
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Figura 8. Microplaca com 96 pocos utilizada para a realiza¢éo da técnica de PCR em Tempo Real.

4.7.5.3 Curva padrao

Dos dois tipos de curva padréo existentes, foi utilizada a curva Absoluta, a qual
se baseia em padrdes previamente conhecidos (HSV1 - PCR Standard).
A determinacdo do numero de copias pela PCR em Tempo Real é realizada se

baseando na curva padrédo que consistiu de aliquotas com concentracdes conhecidas
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do HSV-1. A amplificacdo e deteccao da curva padrao foram realizadas intercalando a
amplificacdo das amostras que se quis quantificar.

O propaosito de se utilizar uma curva padréo foi obter a correlacéo dos valores de
absorbancia e concentracdo. Desta forma, foi possivel confirmar e verificar a
linearidade da reacao, calculando o fator de conversédo de valores de absorbancia em

concentracao.

4.7.5.4 Otimizacdo da curva padrao

Para a determinacéo da titulacdo do DNA nas amostras de partida, foi necessario
preparar uma série de reagdes com o Q - PCR Standard (10° cépias, 10* cépias, 10°
copias e 102 copias).

A figura a seguir ilustra, a titulo de exemplo, a organizacdo da analise de 11

amostras (Figura 9).
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Figura 9. llustracdo mostrando a organizacdo da analise de 11 amostras. Legenda: C1 - C11:
Amostras para analisar; CN: Controle negativo de amplificagcdo; 102: Standard 102 cépias; 103; Standard

108 copias; 104 Standard 10* cépias; 10°: Standard 10° copias.
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O Quadro 9 demonstra a programacao dos ciclos utilizados na PCR em Tempo

Real.
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Quadro 9. Demonstracéo da programacao dos ciclos utilizados na PCR em Tempo Real.

Ciclo térmico

Fase Temperaturas Tempos
Descontaminacéo s50° C 2 min.
Desnaturacéo inicial 95° C 10 min.
a5° C 15 seq.

Amplificacéo e detecgéo (45 o 60° C o 45 seg.

ciclos) (aquisicéo da fluorescéncia)
72° C 15 seq.

4.7.5.5 Avaliacdo da curva padrao

Neste trabalho, a metodologia de PCR em Tempo Real utilizou o Threshold Cycle
(Ct) como parametro usado para quantificacdo de PCR. Os valores de Ct avaliaram o
ponto do inicio na amplificacdo da curva padréo e todas as amostras do estudo. A curva
padrdao € demonstrada abaixo contendo os valores de Ct de cada diluicdo e das

amostras. O software do equipamento calcula por regresséao linear e define o melhor

ajuste entre os pontos da curva padrao (Figuras 10 e 11).
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Figura 10. Curva padrdo obtida a partir do KIT HSV1 Q - PCR Alert kit das diluicbes seriadas do HSV1 -
PCR Standard variando de 102 a 10° cépias/uL. Gréaficos gerados pelo Software StepOne Plus (Applied
Biosystem).
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Figura 11. Regressao linear da curva padrao (R2= 0,991). Graficos gerados pelo Software Stepbne Plus

(Applied Biosystem).




64

4.7.5.6 Sensibilidade e reprodutibilidade

O limite minimo de deteccéo foi definido como o nimero minimo de copias que
podem ser detectadas em cada teste, determinado pela ultima diluicdo possivel de ser
detectada pelo equipamento na PCR em Tempo Real.

Para avaliar a reprodutibilidade da curva padrdo desenvolvida, foi realizada a
analise da variacdo inter-ensaio. Neste tipo de variacdo, a curva foi testada em
duplicata, durante trés dias consecutivos, por duas pessoas diferentes (Quadro 10 e

Figura 12).

Quadro 10. Valores de Ct obtidos em quatro corridas na PCR em Tempo Real. Legenda: Ct= threshold
cycle; DP=Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de Variacéo.

CURVA PADRAO Ct Ct Ct Ct Ct Ct Média DP Ccv

COPIA/ REACAO | curva | curva | curva | curva | curva | curva

1 2 3 4 5 6
10° 19,30 | 19,25 | 19,89 | 19,25 | 18,92 | 19,25 | 19,31 0,32 1,65
104 22,70 | 21,70 | 21,75 | 22,01 | 22,06 | 22,54 | 22,13 0,41 1,86
103 27,03 | 26,52 | 27,44 | 27,36 | 27,90 | 27,22 | 27,25 0,46 1,68

10? 29,81 | 29,64 | 29,55 | 29,64 | 29,56 | 29,64 | 29,64 0,09 0,31
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Figura 12. Regressao linear da curva padrao com amostras positivas. Graficos gerados pelo Software
StepOne Plus (Applied Biosystem).

4.8 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados usando-se o programa GraphPad Prism verséo 6.0.
Para comparacdo de cargas virais em relacdo as diferentes fases do tratamento
quimioterapico e aspectos clinicos, utilizou-se os testes ndo paramétricos Mann
Whitney two tailed test na comparacdo de dois grupos e Kruskal Wallis test na
comparacao de trés ou mais grupos, visto que os dados apresentaram distribuicéo

heterogénea. Diferengas significativas foram consideradas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo das amostras e detec¢cdo do HSV-1

Foram avaliados 20 pacientes provenientes da Fundacdo HEMOAM,
diagnosticados com LLA, com idade entre 1 e 17 anos, de ambos 0s sexos e
submetidos a tratamento quimioterapico através do Protocolo GBTLI LLA-2009. Os
pacientes foram incluidos no estudo no periodo de marco a outubro de 2015 e seguidos
até novembro de 2015. Dados referentes a esses pacientes estao ilustrados na Tabela
3 (Anexo B).

Do total de pacientes avaliados, 50% eram do sexo masculino e 50% do sexo
feminino. Em relacdo a idade, 80% dos pacientes se enquadraram no grupo 1 (de 1 a
6 anos), 10% no grupo 2 (7 a 12 anos) e 10% no grupo 3 (13 a 18 anos). Setenta e
cinco por cento dos pacientes foi diagnosticado com LLA do tipo B de baixo risco e 25%
com LLA do tipo B de alto risco de recaida. As manifestacdes bucais encontradas foram

basicamente labios ressecados (15%) e mucosite bucal (35%) (Figura 13).



67

Figura 13. Mucosite bucal durante o tratamento quimioterapico. As lesdes foram observadas em diversas
localiza¢Bes da cavidade bucal: A: Labios; B: Labios e gengiva; C: Mucosa labial; D: Lingua; E: Mucosa
Jugal; F: Regido Retromolar.

Em relacdo a deteccéo viral, verificou-se a presen¢a do HSV-1 na mucosa bucal
de 80% dos pacientes em algum momento do tratamento quimioterapico. Distribuicao
dos dados referentes a sexo, idade, tipo de LLA, manifestacdes bucais e presenca do

HSV-1 nesses pacientes estdo sumarizados na Tabela 4.
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Tabela 4. Distribuicdo dos dados de acordo com o sexo, idade, tipo de LLA, manifestacdes bucais e
presenca de HSV1 nos diferentes momentos de cada fase do tratamento quimioterdpico.
Nimero de

Caracteristicas Clinicas casos (n=20) Porcentagem
Sexo

Masculino 10 50%

Feminino 10 50%
Idade

Grupo 1 (1-6 anos) 16 80%

Grupo 2 (7-12 anos) 02 10%

Grupo 3 (13 a 18 anos) 02 10%
LLA

B Baixo Risco 15 75%

B Alto Risco 05 25%

T — derivada 0 0

Ph+ 0 0
Manifestacdes Bucais

Labios Ressecados

Sim 03 15%

Nao 17 85%

Mucosite

Sim (Casos) 07 35%

Sim (Episédios) 08 40%

Né&o (Casos) 13 65%
Presenca de HSV-1

Prefase + Inducéo

D0/D1 8/16 50%

D8 6/20 30%

D15 9/20 45%

D35 6/17 35.3%

Dados consolidados 16/20 80%

Consolidacdo da Remisséao

D1 3/10 30%

D15 3/10 30%

D29 4/10 40%

D50 (B alto risco) 1/5 20%

Dados consolidados 7/13 53.8%

Intensificac&o

D8 (B baixo risco) 3/6 50%

D15 (B alto risco) 2/2 100%

Dados consolidados 5/8 62,5%

Interfase

D8 (B alto risco) 1/2 50%

Dados Consolidados 1/2 50%

Consolidacéo Tardia

D29 1/2 50%

Dados Consolidados 1/2 50%

Manutencéo

D1 0/2 0

Dados Consolidados 0/2 0

Mais especificamente em relacdo a mucosite bucal, sete pacientes
desenvolveram a lesdo ao longo do estudo, representando 35% da amostra total

(n=20), sendo que um deles, apresentou a leséo logo no inicio do tratamento (D0/D1).
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Dos seis pacientes que apresentaram mucosite pds-quimioterapia propriamente dita,
66.7% apresentaram a lesdo na prefase/inducéo. Distribuicdo dos dados dos pacientes
com mucosite estdo apresentados na Tabela 5 e dados completos na Tabela 6 (Anexo
C).

Tabela 5. Distribuicdo dos dados de mucosite bucal de acordo com a ocorréncia, sexo, idade, tipo de
LLA, localizacéo, graduacdo da OMS, classificagdo segundo Otmani et al (2011) e presenca de HSV-1
nos diferentes momentos de cada fase do tratamento quimioterapico em gue o paciente se encontrava.

Mucosite Numero de episodios (n=8) Porcentagem
Sexo

Masculino 02/07 28,6%

Feminino 05 71,4%
Idade

Grupo 1 (1 a 6 anos) 06/07 85,7%

Grupo 2 (7 a 12 anos) 01 14,3%

Grupo 3 (13 a 18 anos) 0 0
LLA

B baixo risco 06/07 85,7%

B alto risco 01 14,3%
Localiza¢éo (n=8)

Labio e Mucosa Labial 03 37,5%

Mucosa Jugal 02 25%

Lingua 01 12,5%

Gengiva 01 12,5%

Retromolar 01 12,5%
Graduacgédo (OMS) (n=8)

Grau 1 01 12,5%

Grau 2 04 50%

Grau 3 03 37,5%

Grau 4 0 0
Classificagéo (Otmani, 2008) (n=8)

Mucosite moderada 05 62,5%

Mucosite severa 03 37,5%

Ocorréncia da mucosite por fase
Prefase/Inducéo (B baixo risco)

D0/D1 01 12,5%
D8 02 25%
D15 01 12,5%
D35 02 25%
Dados Consolidados 06 75%
Intensificagdo (B baixo risco)

D8 01 12,5%
Dados Consolidados 01 12,5%
Interfase (B baixo risco)

D8 01 12,5%
Dados Consolidados 01 12,5%

Presenca do HSV-1 por fase
Prefase/Inducéo (B baixo risco)

D0O/D1 01 12,5%
D8 01 12,5%
D15 01 12,5%
D35 01 12,5%
Dados Consolidados 04 50%

Intensificacdo (B baixo risco)
D8 01 12,5%
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Dados Consolidados 01 12,5%
Interfase (B baixo risco)

D8 01 12,5%
Dados Consolidados 01 12,5%

5.2 Quantificacdo do HSV-1

Os valores da quantificagcdo do HSV-1 nas amostras coletadas da mucosa jugal
dos 20 pacientes estudados, tanto de maneira consolidada quanto agrupada de acordo
com o tipo de leucemia (B de baixo risco ou B de alto risco de recaida) estdo
apresentados nas Tabelas 7, 8 e 9. (Anexos D-F).

Foi analisada a relacéo da carga viral do HSV-1 entre dois grupos de amostras
nas diversas combinagfes possiveis ao longo do tratamento quimioterdpico (Mann
Whitney test) e entre 3 ou mais grupos dentro de cada fase e ao longo do tratamento
(Kruskal Wallis test) a fim de verificar se ha predominancia do virus em determinada
fase do tratamento e se a carga viral teria relacdo com a incidéncia de mucosite bucal.

Essas andlises foram realizadas considerando-se as seguintes situacoes:

5.2.1 — Correlacao nos casos consolidados de Leucemia Linfoblastica Aguda B (LLA B)

Foram realizadas analises estatisticas primeiramente levando em consideracao
toda a amostra, comparando-se os dados de cada momento dois a dois dentro da
prefase/inducéo e separadamente dentro consolidagcédo da remissao (Quadro 11). Em
seguida, cada uma dessas fases foi ainda analisada de maneira agrupada
considerando-se todos os momentos dentro da respectiva fase (Quadro 12). Com
bases nessas analises nao foi evidenciada nenhuma diferenca estatistica em relacéo a
distribuicdo da carga viral ao longo do tempo na prefase/inducdo e consolidacédo da

remissdo no grupo de pacientes com LLA analisados de maneira consolidada. As
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Figuras 14 e 15 ilustram a quantificacdo absoluta obtida dos dados consolidados de

todos os pacientes na prefase/inducao e consolidacdo da remisséo, respectivamente.

Quadro 11. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test comparando cada momento dentro da
prefase/inducéo e consolidagédo da remissdo para os Casos consolidados de LLA. D = Dias do tratamento
guimioterapico; vs = versus.

Fase do D0/D1 vs D8| DO/D1 vs DO/D1vs | D8 vs D15 | D8 vs D35 | D15 vs D35
Tratamento p-value |D15 p-value|D35 p-value| p-value p-value p-value
Prefase/Inducéo 0,27 0,30 0,31 0,68 0,89 0,96
D1vs D15 | D1vs D29 | D1vs D50 |D15vs D29 D15 vs D50 | D29 vs D50
p-value p-value p-value p-value p-value p-value
Consoldacdoda | 0,94 0,80 0,64 0,52 0,77 0,45

Quadro 12. Andlise estatistica utilizando Kruskal Wallis test comparando todos os momentos dentro da
prefase/inducéo e consolida¢gédo da remissdo para os Casos consolidados de LLA. D = Dias do tratamento
quimioterapico; vs = versus.

Fase do DO/DL D8 D15 o
Tratamento
Prefase/Indugéo p-value: 0.60
D1 D15 [ D29 D50
Consolidagdo da _
Remiss&o p-value: 0,85

Quantificacdo Absolutado HSV-1
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o+-

-200000 T

A

Dias do Tratamento

Figura 14. Quantificacdo absoluta da carga viral de todos os pacientes do estudo em relacdo aos
diferentes momentos (D) do tratamento quimioterapico na Prefase/Inducao. D = Dias.
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Figura 15. Quantificacdo absoluta da carga viral de todos os pacientes do estudo em relacdo aos
diferentes momentos (D) do tratamento quimioterdpico na consolidacao da remissédo. D = Dias.

A partir desta primeira andlise, as demais foram estratificadas relacionando a
carga viral com o tipo de leucemia linfoblastica aguda B (Baixo Risco e Alto Risco de
Recaida). As analises referentes aos pacientes com mucosite bucal foram realizadas
dentro do grupo de pacientes com LLA B de Baixo Risco ja que 87,5 % dos episédios

de mucosite ocorreram em pacientes pertencentes a esse grupo.

5.2.2- Correlacdo nos casos de LLA B de Baixo Risco (LLA B BR)

A relacdo entre a carga viral do HSV-1 nos diferentes momentos da
prefase/inducdo (DO/D1, D8, D15 e D35) e separadamente dentro dos diferentes
momentos da consolidac¢do da remisséo (D1, D15 e D29) dos pacientes com LLA B BR
foi avaliada (Quadro 13). Em seguida, cada uma dessas fases foi ainda analisada de
maneira agrupada considerando-se todos os momentos dentro da respectiva fase
(Quadro 14). Com bases nessas analises néo foi evidenciada nenhuma diferenca
estatistica em relacdo a distribuicho da carga viral ao longo do tempo na

prefase/inducéo e consolidacdo da remissédo no grupo de pacientes com LLA B BR.



73

As Figuras 16 e 17 ilustram a quantificacdo absoluta do HSV-1 obtida nos

pacientes com LLA B BR na prefase/inducéo e consolidacéo da remissao.

Quadro 13. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test comparando cada momento dentro da
prefase/inducéo e consolidacdo da remisséo para os pacientes com LLA B BR. D = Dias do tratamento
quimioterapico; vs = versus.

Fase do DO/D1 vs D8| DO/D1 vs DO/D1vs | D8 vs D15 | D8 vs D35 | D15 vs D35
Tratamento p-value |D15 p-value|D35 p-value| p-value p-value p-value
Prefase/Induc&o 0,20 0,24 0,43 0,50 0,59 0,85
D1vs D15 | D1vs D29 | D15 vs D29
p-value p-value p-value
Consoldacoda | 0,62 0,92 0,70

Quadro 14. Andlise estatistica utilizando Kruskal Wallis test comparando todos os momentos dentro da
prefase/inducéo e consolidacdo da remisséo para os pacientes com LLA B BR. D = Dias do tratamento
quimioterapico; vs = versus.

Fase do DO/DL D8 D15 o
Tratamento
Prefase/Inducéo p-value: 0,49
DI [ D15 [ D29
Consolidagdo da _
Remiss&o p-value: 0,83

Quantificagdo Absolutado HSV-1
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Figura 16. Figura A. Quantificacéo absoluta da carga viral para os pacientes com LLA B BR em relacéo
aos diferentes momentos (D) do tratamento quimioterapico na Prefase/Inducéo. D = Dias.
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Figura 17. Quantificacio absoluta da carga viral os pacientes com LLA B BR em relag&o aos diferentes
momentos (D) do tratamento quimioterapico na consolidagdo da remissdo. D = Dias.

A relacé@o entre a carga viral do HSV-1 também foi avaliada em combinagfes
isoladas ao longo do tratamento quimioterapico dos pacientes com LLA B BR. Dessa

maneira, considerou-se momentos isolados de cada fase (Prefase/Inducdo: DO/D1, D8,

D15 e D35, Consolidacdo da Remissdo: D1, D15 e D29, Intensificacdo: D8,

Consolidacao Tardia: D29 e Manutencao: D1) em relacao as demais fases (Quadro 15).

Em seguida, foi realizada uma andlise agrupada considerando-se todas as fases
do tratamento com seus respectivos dias (Quadro 16). Com bases nessas analises ndo
foi evidenciada nenhuma diferenca estatistica em relagéo a distribuicdo da carga viral
nos diferentes dias ao longo do tratamento nos pacientes com LLA B BR. A Figura 18
ilustra a quantificacdo absoluta do HSV-1 obtida nos pacientes com LLA B BR em todas

as fases do tratamento com seus respectivos dias.
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Quadro 15. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test comparando momentos isolados da
prefase/inducéo (P/1) e da consolidacdo da remissdo (CR) (coluna pintada de cinza claro) em relacdo as
demais fases do tratamento nos pacientes com LLA B BR. D = Dias do tratamento quimioterapico; vs =
versus; IN= intensificacdo; CT= consolidacdo tardia; M= manutencéo.

DO/DL vs demnais DO/IZi/lS(P/I) DO/IZi/lS(P/I) DO/IZz/ls(P/I) DO/[i/ls(P/I) DO/DVlS(Pll) DO/DVlS(Pll)
fasesisoladas | n; cp) D15 (CR) | D29 (CR) D8 (IN) D29 (CT) D1 (M)
p-value 0.60 0.12 0.32 0.71 0.46 0.37
o) } D8 (P/) D8 (P/) D8 (P/) D8 (P/) D8 (P/) D8 (P/)
g D8 vs demais Vs Vs Vs Vs Vs Vs
o fases isoladas
> D1 (CR) D15 (CR) D29 (CR) D8 (IN) D29 (CT) D1 (M)
o
c= p-value 0.89 >0.99 0.97 0.53 >0.99 0.90
~~
o
% il le/ (PN le/ (PN Dli)/ (PN le/ (PN D1&;>/ (PN D1&;>/ (PN
. S S S S S S
© EES ElEnks D1 (CR) D15 (CR) D29 (CR) D8 (IN) D29 (CT) D1 (M)
o p-value 0.93 0.70 0.83 0.71 >0.99 0.47
. D35 (P/) D35 (P/) D35 (P/1) D35 (P/I) D35 (P/1) D35 (P/l)
?a%ssegsi‘s%?ar\?gss Vs Vs Vs Vs Vs Vs
D1 (CR) D15 (CR) D29 (CR) D8 (IN) D29 (CT) D1 (M)
p-value >0.99 0.48 0.89 0.84 0.82 0.51
D1 vs demais Dl\ng) Dl\ng) Dl\ng)
. fases isoladas DS (IN) D29 (CT) D1 (M)
© p-value 0.84 >0.99 0.76
9 o
1% ’8 _EE— D15VgCR) D15VgCR) D15VgCR)
- g % fases isoladas D8 (IN) D29 (CT) D1 (M)
o o — p-value 0.39 >0.99 0.79
c
8 D26 vs demais ngngR) ngngR) D29ngR)
fases isoladas D8 (IN) D29 (CT) D1 (M)
p-value 0.55 >0.99 0.79

Quadro 16. Analise estatistica utilizando Kruskal Wallis test considerando-se todas as fases do

tratamento com seus respectivos dias nos pacientes com LLA B BR. D =

quimioterapico; vs = versus.

Dias do tratamento

Fases do Tratamento (LLA Baixo Risco)

Prefase/Inducdo Consolidacédo da Remissao |Intensificacao| Consolidagdo | Manutencéo
(P/1) (CR) 0] Tardia (CT) (M)
D0/D1/D8|D15|/D35] D1 | D15 | D29 D8 D29 D1

p-value: 0.83
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Figura 18. Quantificacdo absoluta da carga viral em todas as fases do tratamento com seus respectivos
dias (D) nos pacientes com LLA B BR. D= Dias do tratamento quimioterapico. P/l = prefase/inducéo. CR
= consolidacéo da remissao. IN = intensificacdo. CT = consolidacéo tardia, M = manutencao.

5.2.2.1- Correlacdo nos episodios de Mucosite Bucal

A relacdo entre a carga viral do HSV-1 nos diferentes momentos da
prefase/inducdo (DO/D1, D8, D15 e D35) e separadamente dentro dos diferentes
momentos da consolidacdo da remissao (D1, D15 e D29) dos pacientes com mucosite
bucal foi avaliada (Quadro 17). Em seguida, cada uma dessas fases foi ainda analisada
de maneira agrupada considerando-se todos os momentos dentro da respectiva fase
(Quadro 18). Com bases nessas analises ndo foi evidenciada nenhuma diferenca
estatistica em relacdo a distribuicdo da carga viral ao longo da prefase/inducéao e
consolidacédo da remissao no grupo de pacientes com mucosite bucal. As Figuras 19 e
20 ilustram a quantificacdo absoluta do HSV-1 obtida nos pacientes com mucosite bucal

na prefase/inducéo e consolidacdo da remisséao.
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Quadro 17. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test comparando cada momento (D) dentro da
prefase/inducgédo e consolidacéo da remissdo dos episédios de mucosite bucal nos pacientes com LLA B
BR. D = Dias do tratamento quimioterapico; vs = versus.

Fase do DO0/D1 vs D8] DO0O/D1 vs DO/D1vs | D8vs D15 | D8 vs D35 | D15 vs D35
Tratamento p-value |D15 p-value|D35 p-value| p-value p-value p-value
Prefase/Inducéo 0.84 0.45 0.92 0.83 0.60 0.75
D1vs D15 | D1vs D29 | D15 vs D29
p-value p-value p-value
Consolidacéo da
Remiss&o 0.50 0.40 0.40

Quadro 18. Andlise estatistica utilizando Kruskal Wallis test comparando todos os momentos dentro da
prefase/indugéo e consolidacéo da remisséo dos episédios de mucosite bucal nos pacientes com LLA B
BR. D = Dias do tratamento quimioterapico; vs = versus.

Fase do DO/D1 DS o15 oot
Tratamento
Prefase/Indugéo p-value: 0.87
D1 D15 | D29 |
Consolidacao da
Remisgao p-value: 0.31
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Figura 19. Quantificacdo absoluta da carga viral nos pacientes portadores de LLA B BR com mucosite
bucal em relagdo aos diferentes momentos (D) do tratamento quimioterapico na Prefase/Inducdo. D =

Dias.
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Figura 20. Quantificacdo absoluta da carga viral nos pacientes portadores de LLA B BR com mucosite
bucal em relagdo aos diferentes momentos (D) do tratamento quimioterapico na Consolidagdo da
Remissé&o. D = Dias.

A relacdo entre a carga viral do HSV-1 também foi avaliada em combinacdes
isoladas ao longo do tratamento quimioterapico nos pacientes com mucosite bucal.

Dessa maneira, considerou-se momentos isolados de cada fase (Prefase/Inducdo:

D0/D1, D8, D15 e D35, Consolidacdo da Remissdo: D1, D15 e D29 e Intensificacdo:

D8) em relacao as demais fases (Quadro 19).

Em seguida, foi realizada uma anélise agrupada considerando-se todas as fases
do tratamento com seus respectivos dias ou momentos (Quadro 20). Com bases
nessas analises ndo foi evidenciada nenhuma diferenca estatistica em relacdo a
distribuicdo da carga viral nos diferentes dias ao longo do tratamento nos pacientes
com mucosite bucal.

A Figura 21 ilustra a quantificacdo absoluta do HSV-1 obtida nos pacientes com

mucosite bucal em todas as fases do tratamento com seus respectivos dias.
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Quadro 19. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test comparando momentos isolados da
prefase/inducéo (P/1) e da consolidacdo da remissdo (CR) (coluna pintada de cinza claro) em relacdo as
demais fases do tratamento nos pacientes com mucosite bucal. D = Dias do tratamento quimioterapico;
vs = versus; IN= intensificacéo.

D0/D1 ve demais DO/Dvls(P/I) DO/IZi/lS(P/I) DO/IZi/lS(P/I) DO/DVlS(P/I)
fees EelkrEE D1 (CR) D15 (CR) | D29 (CR) D8 (IN)
p-value 0.64 >0.99 0.76 >0.99
9 58 vs demais D8 V(sn) D8 V(Sp/l) D8 V(SP/|) D8 V(SF>/|)
< :
S ses EelrEE D1 (CR) D15(CR) | D29 (CR) DS (IN)
©
= p-value 0.79 0.79 0.46 0.71
~~
a
o
% EOT Dl%/ éP/I) le/ épn) Dl%/ éP/I) Dlzzl gp/l)
8 :
o EEs ks D1 (CR) D15 (CR) D29 (CR) D8 (IN)
o
p-value 0.96 0.77 0.18 0.46
D35 ve demais DS?/ éP/I) D3§/ épn) DS?/ gP/I) DS?/ gp/l)
s D1 (CR) D15 (CR) D29 (CR) D8 (IN)
p-value 0.91 0.91 0.47 0.80
D1 vs demais Dl\fR)
o fases isoladas D8 (IN)
© p-value 0.50
9 o
© @ | D15 vs demais DlsngR)
_‘g » | fasesisoladas D8 (IN)
=g
8 61:) p-value >0.99
[
8 D29 vs demais ngngR)
fases isoladas D8 (IN)
p-value >0.99

Quadro 20. Analise estatistica utilizando Kruskal Wallis test considerando-se todas as fases do
tratamento com seus respectivos dias nos pacientes com mucosite bucal. D = Dias do tratamento
quimioterapico; vs = versus.

MUCOSITE
Fases do Tratamento (LLA B Baixo Risco)
Prefase/Inducdo Consolidagédo da Remisséo |Intensificacdo
(PN (CR) 0]
DO/D1/D8|D15|D35| D1 | D15 | D29 D8
p-value: 0.84
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Casos Mucosite
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Figura 21. Quantificacdo absoluta da carga viral em todas as fases do tratamento com seus respectivos
dias (D) nos pacientes com mucosite bucal. D= Dias do tratamento quimioterapico. P/l = prefase/inducao.
CR = consolidacdo da remissao. IN= intensificacao.

N&o foi possivel realizar andlise estatistica da carga viral do HSV-1 nos pacientes
com mucosite em relagcdo as diversas localizacbes, a graduacdo (OMS) e a
classificacdo (Otmani, 2011) em funcdo da casuistica verificada quando essas

situacOes sao estratificadas.

5.2.2.2- Quantificacdo do HSV-1 nos episédios de mucosite bucal de acordo com os
aspectos clinicos

Com relacao a ocorréncia de mucosite e 0s aspectos clinicos dos pacientes, foram
realizadas analises quanto a localizacdo, a graduacéo e a classificacdo da lesdo para o
grupo de pacientes com LLA B de baixo risco, como ilustrado nas figuras a seguir (Figura

22).
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Figura 22. Quantificag@o absoluta da carga viral do HSV-1 para os pacientes com LLA B BR em relacéo
as diversas localiza¢des, a graduagéo (OMS) e a classificagdo (Otmani, 2011).

5.2.3- Correlacdo nos casos de LLA B de Alto Risco de Recaida (LLA B AR)

A relacdo entre a carga viral do HSV-1 nos diferentes momentos da
prefase/inducdo (DO/D1, D8, D15 e D35) e separadamente dentro dos diferentes
momentos da consolidacdo da remisséo (D1, D15, D29 e D50) dos pacientes com LLA
B AR foi avaliada (Quadro 21). Em seguida, cada uma dessas fases foi ainda analisada

de maneira agrupada considerando-se todos os momentos dentro da respectiva fase
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(Quadro 22). Com bases nessas analises ndo foi evidenciada nenhuma diferenca

estatistica em relacdo a distribuicho da carga viral ao longo do tempo na

prefase/inducédo e consolidacdo da remissédo no grupo de pacientes com LLA B AR.

As Figuras 23 e 24 ilustram a quantificacdo absoluta do HSV-1 obtida nos

pacientes com LLA B AR na prefase/inducéo e consolidacéo da remissao.

Quadro 21. Andlise estatistica utilizando Mann Whitney test comparando cada momento dentro da
prefase/inducéo e consolidacdo da remisséo para os pacientes com LLA B AR. D = Dias do tratamento
quimioterapico; vs = versus.

Fase do DO0/D1 vs D8] DO0O/D1 vs DO/D1vs | D8vs D15 | D8 vs D35 | D15 vs D35
Tratamento p-value |D15 p-value|D35 p-value| p-value p-value p-value
Prefase/Inducéo 0.76 0.76 >0.99 0.68 0.44 >0.99
D1vs D15 | D1vs D29 | D1vs D50 |D15vs D29 | D15 vs D50 | D29 vs D50
p-value p-value p-value p-value p-value p-value
Consoldacaoda | >0.99 0.40 >0.99 0.54 >0.99 0.43

Quadro 22. Andlise estatistica utilizando Kruskal Wallis test comparando todos os momentos dentro da
prefase/inducéo e consolidacdo da remisséo para os pacientes com LLA B AR. D = Dias do tratamento
quimioterapico; vs = versus.

Fase do DO/D1 DS o15 oot
Tratamento
Prefase/Indugéo p-value: 0.66
D1 D15 | D29 D50
Consolidacao da
Remisgao p-value: 0.76

Quantificagcdo Absolutado HSV-1

1507

1001

50

-50

Prefase/lnducao

Dias do Tratamento

Figura 23. Quantificacdo absoluta da carga viral para os pacientes com LLA B AR em relacdo aos
diferentes momentos (D) do tratamento quimioterapico na Prefase/Inducao. D = Dias.
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100 A -T
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-50 T

Quantificacdo Absolutado HSV-1

Dias do Tratamento

Figura 24. Quantificacio absoluta da carga viral os pacientes com LLA B AR em relag&o aos diferentes
momentos (D) do tratamento quimioterapico na consolidagdo da remissdo. D = Dias.

A relac@o entre a carga viral do HSV-1 também foi avaliada em combinagfes
isoladas ao longo do tratamento quimioterapico dos pacientes com LLA B AR. Dessa

maneira, considerou-se momentos isolados de cada fase (Prefase/Inducdo: DO/D1, D8,

D15 e D35, Consolidacdo da Remissdo: D1, D15, D29 e D50, Intensificacdo: D15,

Interfase: D8) em relagéo as demais fases (Quadro 23).

Em seguida, foi realizada uma anélise agrupada considerando-se todas as fases
do tratamento com seus respectivos dias (Quadro 24). Nesta analise, observou-se
correlacdo estatisticamente significativa entre os momentos D8, D15, D35 da fase da
prefase/inducdo e o momento D15 da intensificacdo, estando a carga viral na
intensificacdo bastante elevada (p< 0.048).

A Figura 25 ilustra a quantificacdo absoluta do HSV-1 obtida nos pacientes com

LLA B AR em todas as fases do tratamento com seus respectivos dias.
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Quadro 23. Analise estatistica utilizando Mann Whitney test comparando momentos isolados da
prefase/inducéo (P/1) e da consolidacdo da remissdo (CR) (coluna pintada de cinza claro) em relacdo as
demais fases do tratamento nos pacientes com LLA B AR. D = Dias do tratamento quimioterapico; vs =
versus; ITS= intensificagéo; ITF= interfase.Em amarelo, correlagdes estatisticamente significativas.

DO/DL vs demais | PY/D1 (P/) | DO/DL(P/) | DO/DL(P/) | DO/DL (P/) DO/D1 (P/) DO/D1 (P/)
fases isoladas Vs Vs Vs Vs Vs Vs
D1 (CR) D15 (CR) D29 (CR) D50 (CR) D15 (ITS) D8 (ITF)
p-value >0.99 >0.99 0.47 >0.99 0.33 >0.99
@) . D8 (P/I) D8 (P/I) D8 (P/1) D8 (P/1) D8 (P/1) D8 (P/1)
T DB IEED Vs Vs Vs Vs Vs Vs
O fases isoladas
S D1 (CR) D15 (CR) D29 (CR) D50 (CR) D15 (ITS) D8 (ITF)
o
< E p-value 0.44 0.64 0.92 0.56 0.048 0.62
~~
o
L=
7 D15 vs demais D15 (P/) D15 (P/) D15 (P/) D15 (P/) D15 (P/) D15 (P/)
- Vs Vs Vs Vs Vs Vs
= fases isoladas
o D1 (CR) D15 (CR) D29 (CR) D50 (CR) D15 (ITS) D8 (ITF)
Q p-value 0.44 0.64 0.92 0.56 0.048 0.62
. D35 (P/I) D35 (P/I) D35 (P/I) D35 (P/I) D35 (P/I) D35 (P/I)
?a?’sizsis(cj)?gc]gs Vs Vs Vs Vs Vs Vs
D1 (CR) D15 (CR) D29 (CR) D50 (CR) D15 (ITS) D8 (ITF)
p-value >0.99 >0.99 0.40 >0.99 0.048 0.76
D1 vs demais Dl\g:R) Dl\g:R)
8 fases isoladas D15 (ITS) D8 (ITF)
1]
g p-value 0.048 0.76
% D15 vs demais DlSVgCR) DlSVgCR)
o fases isoladas D15 (ITS) D8 (ITF)
% E p-value 0.20 0.70
@)
zc& 8 D29 vs demais ngngR) ngngR)
a fases isoladas D1
3 5 (ITS) D8 (ITF)
S p-value 0.20 >0.99
%)
c D50 vs demais D50 (CR) D50 (CR)
8 fases isoladas Vs Vs
D15 (ITS) D8 (ITF)
p-value 0.07 0.73

Quadro 24. Analise estatistica utilizando Kruskal Wallis test considerando-se todas as fases do
tratamento com seus respectivos dias nos pacientes com LLA B AR. D =
quimioterapico; vs = versus.

Dias do tratamento

Fases do Tratamento (LLA B Alto Risco)

Prefase/Inducdo Consolidacédo da Remissao [Intensificacdo| Interfase
(P (CR) (ITS) (ITF)
D0/D1/D8|D15|D35| D1 [D15] D29 | D50 D15 D8

p-value: 0.31
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LLA B ALTO RISCO

4001
300+

200

S S

Quantificagcdo Absolutado HSV-1

P/l CR ITS ITF
Fases do Tratamento

Figura 25. Quantificacdo absoluta da carga viral em todas as fases do tratamento com seus respectivos
dias (D) nos pacientes com LLA B AR. D= Dias do tratamento quimioterapico. P/l = prefase/inducéo. CR
= consolidagcéo da remissao. ITS = intensificacdo. ITF = interfase.

Como foi registrado apenas um caso de mucosite bucal (paciente 3) dentro deste
grupo de pacientes (LLA B AR), as andlises estatisticas nao foram possiveis de serem
realizadas. A Figura 26 ilustra, a titulo de exemplo, a quantificacdo do HSV1 nos

diferentes momentos ao longo do tratamento quimioterapico.

Caso de Mucosite pac 3 (LLA B AR)

15017
1001

501

Quantificagdo Absolutado HSV-1

S “ o . “ o3 Q o S
Q o& CP Q O\ 61 d@ o\ Q
P/l CR ITS ITF

Fases do Tratamento

Figura 26. Quantificacdo absoluta da carga viral no (nico caso de mucosite do grupo de pacientes
portadores de LLA B AR. D = momento do tratamento quimioterapico. P/I=prefase/inducdo; CR=
consolidacéo da remissédo; ITS= intensificacdo, ITF= interfase.
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6 DISCUSSAO

Em funcdo da escassez de estudos relacionados ao virus HSV-1 na mucosa
bucal de pacientes portadores de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), propusemo-nos
a analisar ndo somente a expressao, mas sobretudo, a carga viral do HSV-1, na mucosa
bucal de pacientes pediatricos com LLA. Essa avaliacdo foi realizada nas diferentes
fases do tratamento quimioterapico a fim de verificar o perfil quali-quantitativo do virus
ao longo do tempo e sua possivel influéncia no surgimento da mucosite bucal. Em
nossa revisao da literatura, evidenciamos a caréncia de estudos dessa natureza, como
mostrado na Tabela 10 (Anexo G) e destacamos o estudo realizado em 2012 por
Mendonca e colaboradores.

Destacamos também a contribuicdo desse estudo com dados epidemioldgicos a
respeito da doenca na regido, pois a Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas, local de realizacdo do estudo, € o centro de referéncia no tratamento de

pacientes com doencas onco-hematolégicas, dentre elas a LLA.

6.1 Epidemiologia de pacientes portadores de LLA

LLA representa um grupo de malignidades que pode acometer as células
sanguineas de linhagem linfoide B e T, onde a medula produz rapidamente grande
guantidade de blastos, que sdo células imaturas que substituem as células saudaveis
e podem se depositar em diversos 6rgaos e tecidos (JAVED et al., 2012; ZUCKERMAN,
ROWE, 2014). Este tipo de neoplasia é o mais comum na populacéo infantil (INCA,

2014), representando cerca de 30% de todas as neoplasias infantis e, dentro do grupo
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de leucemias em criancas, representa cerca de 80% dos casos (GOMEZ-CANDELA et
al., 2012). E mais incidente em criancas entre 2 e 5 anos de idade (PUIl, ROBISON,
LOOK, 2008) e manifesta predilecdo pelo sexo masculino (KABRIAEI, ANASTASI,
LARSON, 2003; GRIMBERG, 2011). Em relacdo ao subtipo de LLA, no estudo de
Oliveira (2015) foi verificada a ocorréncia em maior nimero de casos de LLA B-
derivada, especificamente do grupo de baixo risco de recaida.

No presente estudo, foram avaliados 20 pacientes com idades entre 1 e 17 anos,
e destes foi observado que 80% pertencia ao grupo 1 (idade entre 1 e 6 anos),
corroborando com o que é descrito na literatura em relacdo a maior incidéncia por idade,
com pico entre 2 e 5 anos (PUI, ROBISON, LOOK, 2008, OLIVEIRA, 2015). Em relacéo
ao sexo, nao houve predilecéo, pois 50% ocorreram em pacientes do sexo feminino e
50% no sexo masculino. Considerando o tipo de LLA, no presente estudo, 100% os
casos registrados foram de pacientes com LLA B- derivada, sendo 75% do tipo LLA B
de baixo risco e 25% do LLA B de alto risco de recidiva, estando estes dados de acordo

com o estudo de Oliveira, em 2015.

6.2 Expresséo do virus HSV-1 na mucosa bucal de pacientes com LLA

No presente estudo, verificou-se a expressao quali-quantitativa do HSV-1 nesse
grupo de pacientes utilizando o protocolo GBTLI-LLA 2009. Nao encontramos na
literatura publicacdes que mostrem a deteccédo do HSV-1 na mucosa bucal de pacientes
pediatricos portadores de LLA utilizando este protocolo brasileiro mais recente. O Unico
trabalho publicado até o momento, que também pesquisou o0 HSV-1 na mucosa bucal

de pacientes pediatricos portadores de LLA, foi o de Mendonca e colaboradores, em
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2012 (Anexo G), que difere do presente estudo por dois motivos: a) metodologia, pois
era do tipo qualitativo, ou seja, verificou somente a presenca ou auséncia do HSV-1,
enquanto utilizamos, sobretudo, o método quantitativo; b) protocolo utilizado, pois
utilizou o protocolo GBTLI LLA 1999, que € anterior ao protocolo de 2009 utilizado no
nosso estudo. Feitas essas consideracdes, Mendonca e colaboradores (2012)
verificaram a presenca do HSV-1 na mucosa bucal de 10,37% dos pacientes (n=71),
sendo no 14° dia da fase de indugdo e prevaléncia de 6,2% no 56°dia da fase de
intensificacdo. No presente estudo, verificou-se a presenca e quantificacdo do HSV-1
na mucosa bucal de 80% dos pacientes (n=20) em algum momento ao longo do
tratamento quimioterapico (Tabela 3). Apesar da casuistica menor, o maior percentual
de deteccdo do HSV-1 em nosso estudo, provavelmente esta relacionado com a maior
sensibilidade da técnica utilizada de PCR em tempo real, o que possibilitou uma
avaliacdo quali-quantitativa, enquanto no estudo de Mendonca e colaboradores (2012)
foi utilizada a técnica de PCR convencional para avaliacdo qualitativa.

Em estudo recente, ainda ndo publicado, realizado em 9 pacientes pediatricos
portadores de LLA submetidos ao protocolo recente (GBTLI-LLA 2009) de tratamento,
foi feita uma analise da deteccdo dos membros da familia Herpesviridae, incluindo HSV-
1, através de PCR convencional. Neste estudo, a presenca do HSV-1 nao foi
encontrada em nenhuma das amostras de mucosa bucal provenientes desses
pacientes (OLIVEIRA, 2015). Este fato pode ter ocorrido pelo uso da técnica do tipo
qualitativa, ndo se descartando a possibilidade da existéncia do virus nesses pacientes
com a utilizacdo de uma técnica de alta sensibilidade e maior precisdo como o PCR em
Tempo Real.

Nesse sentido, em 2014, Aggarwal e colaboradores fizeram um estudo comparando

as técnicas de PCR em Tempo Real (quantitativa) e PCR convencional (qualitativa) em
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32 pacientes com mucosite, portadores de linfomas e leucemias. Os resultados
mostraram significativo aumento na deteccdo do HSV-1 nesses pacientes com o PCR
em Tempo Real, o qual detectou o virus em 66% dos casos em relacdo aos 25%
previamente detectados pelo PCR convencional.

Considerando a auséncia de estudos direcionados a carga viral do HSV-1 na
mucosa bucal de pacientes portadores de LLA utilizando o protocolo (GBTLI-LLA 2009),
cabe esclarecer, de maneira mais detalhada, como foram realizadas as coletas deste
estudo para melhor interpretacdo dos resultados. Sendo assim, vale ressaltar que o
tempo de coleta utilizando este protocolo foi mais longo, proporcionando a obtencao de
algumas amostras advindas de fases mais posteriores do tratamento quimioterapico.
Pdde-se coletar, além das fases iniciais do tratamento, fases mais tardias do protocolo,
como a intensificacdo no momento D8 (LLAB baixo risco) e D15 (LLA alto risco);
interfase, no momento D8 (LLA B alto risco); consolidacdo tardia no momento D29 e
até a fase de manutencao, no momento D1. Um total de 121 amostras provenientes de
20 pacientes foram coletadas, independente da presenca ou auséncia de mucosite
bucal, ampliando a casuistica em relacdo ao trabalho de Oliveira (2015) e
proporcionando uma avaliagdo mais aprofundada dos pacientes desde sua entrada no
estudo, bem como na avaliagédo da presenca do HSV-1 em diferentes momentos das
diversas fases do tratamento.

Apesar da casuistica de pacientes com LLA B BR (75%) ter sido maior que a de
pacientes com LLA B AR (25%), s6 encontramos resultados com significancia
estatistica no grupo de pacientes com LLA B AR. Com base nos periodos de coleta
inicial e final do nosso estudo e no tempo necessario para a realizacédo das diferentes
fases do tratamento conforme exposto anteriormente, a avaliacdo em relacdo a

deteccdo de HSV-1 ao longo do tempo foi realizada, principalmente nas fases iniciais,
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ou seja prefase/inducéo (D1, D8, D15 e D35) e consolidacdo da remissédo (D1, D15,
D29 e D50, este Ultimo apenas para pacientes com LLA B AR) em todos os pacientes
com LLA B. No entanto, apesar do menor nimero de coletas em fases mais posteriores
do tratamento, verificou-se que a carga viral do HSV-1 no momento D15 da fase de
Intensificacdo mostrou-se significativamente superior guando comparada com as fases
D8, D15 e D35 da prefase/inducéo nos pacientes com LLA B AR. Porém no grupo de
pacientes com LLA B BR, ndo houve diferencas significativas da carga viral em relacao
as demais fases do tratamento. Por outro lado, ndo encontramos diferencas
significativas de carga viral do HSV-1 nos diferentes momentos dentro de cada fase
tratamento, tanto no grupo de LLA B AR quanto LLA B BR.

Em relagcédo a prevaléncia do virus HSV-1 na populacdo em geral, esse virus é
considerado um patdégeno humano ubiquo e estudos relatam que sua prevaléncia
aumenta gradualmente desde infancia, atingindo 70-80% na idade adulta (DAKVIST et
al, 1995; MILLER et al, 1998; STOCK et al, 2001). E relatado que o virus afeta cerca
de 60% dos adultos norte-americanos (KOELLE et al., 2010). Porém, outros estudos
relatam valores ainda maiores, atingindo cerca de 90% da populagdo adulta
(MARQUES-SILVA, 2007; HERNANDEZ et al, 2011). Em nosso estudo verificou-se que
o0 HSV-1 infectou 80% das criancas, valor semelhante ao encontrado em adultos, sendo

considerado, portanto, alto para esse tipo de faixa etaria.

6.3 Relagcdo do HSV-1 com a mucosite bucal em pacientes com LLA

Ha estudos que sugerem que a presenca do HSV-1 desempenha um papel

importante e pode estar relacionado a severidade da mucosite bucal induzida por
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quimioterapia em pacientes com neoplasias hematolégicas (CHEN et al., 2011;
RUPING et al.,, 2011; MENDONCA et al., 2012). A reativacdo do HSV bucal é
extremamente frequente em pacientes com cancer, tanto os com mucosite, bem como
os sem (DJURIC et al., 2009).

No presente estudo, 35% (n=20) dos pacientes desenvolveram mucosite ao longo
do tratamento quimioterapico, sendo que um deles, apresentou a leséo logo no inicio do
tratamento, podendo este fato ter ocorrido por conta da doenca de base. Além disso, um
paciente apresentou dois episodios ao longo da prefase/inducéo (D8 e D15). Do total de
episodios de mucosite (n=8), 75% dos casos ocorreram na prefase/inducdo, como
também verificado por Santos de Faria e colaboradores em um estudo realizado no ano
de 2014 (Anexo G). O trabalho de Mendonca e colaboradores (2012) relata 25.3% de
incidéncia de mucosite bucal no D14 e 19.4% no D56 do tratamento quimioterapico. Os
autores relatam ainda que a presenca do HSV-1 nos dias 14 e 56 do tratamento esta
associado ao aumento da severidade da mucosite em criancas e adolescentes com LLA.

No presente estudo, a relagdo do HSV-1 com o surgimento da mucosite bucal ndo
esta clara em funcao da pequena casuistica, porém é notorio observar que a maior carga
viral (cv) do HSV-1 foi verificada justamente nos pacientes que apresentaram episodios
de mucosite, nos momentos DO/D1 (cv= 120.359,06 no paciente 4), D8 (cv= 108.920,66
no paciente 5) e D15 (cv= 718.978,37 paciente 5) da Prefase/Inducéo (P/I). Vale frisar
ainda que 75% da ocorréncia de mucosite bucal em nosso estudo foi justamente nesta
fase (P/l) do tratamento quimioterdapico. Em contrapartida nos momentos D35 da
prefase/inducéo e D8 da fase da fase de Intensificacdo, as amostras que apresentaram
maior carga viral do HSV-1, paciente 2 (cv= 7.763,14) e paciente 1 (6992,10),

respectivamente, foram em pacientes livres de mucosite.
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Ja nos pacientes do grupo de LLA B AR, a carga viral do HSV-1 foi
significativamente superior no momento D15 da fase de Intensificacdo quando
comparada as fases D8, D15 e D35 da Prefase/Inducdo. Vale ressaltar que néo foi
observada ocorréncia de mucosite no momento D15 da fase de Intensificacdo. Por
outro lado, o Unico paciente, com mucosite bucal deste grupo teve o episédio da leséo
no momento D8 da Interfase (ultima fase coletada no estudo para esse grupo) e
apresentou cv= 128,28 (paciente 3), enquanto outro paciente com coleta nesse mesmo
momento e fase do tratamento ndo apresentou nem HSV-1 e nem mucosite bucal.

A mucosite bucal pode ocorrer ndo somente como sequela da pés-quimioterapia
em pacientes com leucemia mas naqueles portadores de outros canceres. Nesse
sentido, Ramphal (2007) verificou a ocorréncia de mucosite em 9% dos pacientes de
seu estudo (n=75). Desses pacientes com mucosite, 20% foram ainda positivos para
HSV-1. No presente estudo, 75% dos casos de mucosite em pacientes portadores
especificamente de LLA B foram positivos para o HSV-1. No entanto deve-se considerar
gue o como o0 HSV-1 mostrou-se presente em 80% dos pacientes do presente estudo,
de maneira proporcional também houve essa alta presenca detectada do virus nos
episédios de mucosite bucal, podendo o virus estar presente na lesdo como um achado
ocasional ja que encontramos o virus também em grande parte dos pacientes livres de
mucosite bucal.

Deve-se levar em consideragcdo que o pequeno numero de episédios de mucosite
ao longo do tratamento (n=8), ocorreu geralmente em um Unico episddio e no maximo
em dois episddios no mesmo paciente (somente no paciente 5 do estudo). Este fato
poderia estar relacionado a utilizacdo de um protocolo mais atual (GBTLI LLA 2009) e
portanto, mais efetivo para controle desta lesdo. Por outro lado, a baixa incidéncia de

mucosite bucal neste estudo poderia estar relacionada ao tratamento multidisciplinar
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desses pacientes em um centro de referéncia para tratamento de doencas onco-
hematoldgicas, incluindo ainda a presenca de uma equipe odontoldgica, o que poderia

influenciar no melhor controle desta condi¢ao bucal neste grupo de pacientes.
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7 CONCLUSOES

7.1 Sugere-se que a presenca do HSV-1 na mucosa bucal de pacientes com LLA B é
frequente em todas as fases do tratamento quimioterapico.

7.2 Sugere-se que a presenca do HSV-1 na mucosa bucal de pacientes com LLA B

ocorre preferencialmente na fase de inducéo.

7.3 Sugere-se que a ocorréncia de mucosite bucal em pacientes com LLA B ocorre

principalmente na fase de inducéo.

7.4 No grupo de pacientes com LLA B BR, a carga viral do HSV-1 ndo parece

predominar em nenhuma fase do tratamento;

7.5 No grupo de pacientes com LLA B AR, a carga viral do HSV-1 parece predominar

na fase de Intensificacdo do tratamento;

7.6 O papel do HSV-1 no surgimento da mucosite bucal ndo esté claro.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo:Quantificagdo do HSV-1 na mucosa bucal de pacientes pediatricos portadores de Leucemia
Linfoblastica Aguda.

Pesquisador responsavel: Renata Gualberto da Cunha

Telefone para contato: (92)98814-4259 email: rena.gualberto@gmail.com

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

N° Ficha:

Prezado (a):

As informacdes abaixo tém por finalidade esclarecer e pedir a participacéo voluntéria do menor, pelo qual
vocé é responsavel, nesta pesquisa que sera realizada pela Faculdade de Odontologia da UFAM em
parceria com a Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. Os avang¢os na area da saude
ocorrem através de estudos como este, por isso a participagédo € importante.

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

Objetivo do estudo: Essa pesquisa tem como objetivo avaliar alteracdes nos tecidos moles da boca dos
pacientes pediatricos com diagnoéstico de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), e outras situa¢des que
pretendemos descobrir. Esse conhecimento poderd nos ajudar a melhorar a condi¢cdo de saude bucal,
na reduc¢do das consequéncias da doenc¢a e na melhoria na qualidade de vida.

Procedimentos. Faremos uma analise da boca do menor para identificacao e descricdo dos sintomas,
gue chamamos de manifesta¢es orais. Analisaremos as mucosas, labios, lingua, gengiva, bochecha e
0 céu da boca, além dos dentes. Realizaremos a coleta de saliva e esfregaco (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 alteracdes para ilustragdo sempre com o
seu consentimento. Essas fotos poderdo ser publicadas, circuladas ou apresentadas em meios
especificos, como congressos com a finalidade cientifica. Nao se preocupe que a identidade do menor é
sigilosa e sera sempre preservada.

Riscos Associados ao estudo. Esta pesquisa oferece risco minimo aos participantes, uma vez que 0s
exames realizados sdo procedimentos ndo invasivos, representado somente por exame clinico, coleta
de saliva e esfregagos da mucosa bucal. Os participantes néo sofrerdo exposi¢éo ao publico, sendo suas
identidades mantidas em sigilo. O menor sera acompanhado por especialistas em diagnostico bucal
durante seu tratamento, sendo utilizadas medidas intervencionais, quando necessarias, para com a
mucosite e infec¢cdes microbiolégicas, 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 serd
acompanhado por especialistas em diagnostico bucal durante o tratamento da Leucemia Linfoblastica
Aguda e tratado caso apresente alguma condicao bucal limitante.

Confiabilidade e avaliagdo dos registros. A autorizacdo 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 regulatorias de protecao
nacional e internacional.

ApOs essas consideragfes, vocé declara que:

Autorizacdo. Recebi e entendi todos os esclarecimentos, e concordo como responséavel pelo menor
na sua participacao 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.
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Participacdo voluntaria. Compreendo que a participacdo neste estudo é voluntaria. Ndo sera dada
nenhuma remuneragdo e henhum tipo de recompensa nesta pesquisa, assim como despesas, sendo a
autorizagdo a participagcdo do menor de carater voluntario.

Consentimento pos-informag&o. 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 informacg8es aqui citadas e ter minhas diuvidas esclarecidas pelo pesquisador.

() ACEITO a participagéo nessa pesquisa

( ) NAO ACEITO participacéo nessa pesquisa.

Manaus, de de

Pesquisador Responséavel

Representante legal

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

Titulo: Quantificacdo do HSV-1 na mucosa bucal de pacientes pediatricos

portadores de Leucemia Linfoblastica Aguda.

Pesquisador responsavel: Renata Gualberto da Cunha

Telefone para contato: (92)98814-4259 email: rena.gualberto@gmail,com

Local da coleta de dados: Fundagdo 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 e sua relacdo com a graduacdo da mucosite bucal.
Nesta pesquisa iremos avaliar alteragbes nos tecidos moles da sua boca e outras situacdes que
pretendemos descobrir, que possa estar relacionado ao seu diagnéstico.

Faremos uma andlise da sua boca para identificacdo 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 esfregaco (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 0s exames realizados sdo procedimentos ndo invasivos,
representado somente por exame clinico, coleta de saliva e esfregacos da mucosa bucal. Vocé néo
sofrerd exposicéo ao publico, sendo sua identidade mantida em sigilo.

Além do beneficio adicional do diagnéstico de alterac6es presentes na boca, vocé sera acompanhado
por especialistas em diagnéstico bucal durante o tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda e tratado
caso apresente alguma condig&o 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 estard livre para participar ou recusar-se. O
responsavel por vocé podera retirar o consentimento ou interromper a sua participacdo a qualquer
momento. A sua participacdo € voluntéria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade
ou modificacdo 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 davidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar
novas informacdes, e o meu responsavel poderd 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
davidas.

Manaus, de de20 .

Assinatura do (a) pesquisador (a)

Assinatura do (a) menor

Em caso de davidas 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 — Adrianopolis — Manaus — AM

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

E-mail: cep@ufam.edu.br - cep.ufam@agmail.com
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APENDICE C

“Quantificacdo do HSV-1 na mucosa bucal de pacientes pediatricos portadores
de Leucemia Linfoblastica Aguda”

Identificacéo
Numero do registro do HEMOAM:

Ndmero do registro no estudo:

Nome:

Sexo: Raca: Data de entrada:

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

Diagnéstico:

Historia oncoldgica familiar:
Tipo de tratamento:
Protocolo de tratamento:

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

Inducéo ( )
Consolidagéo ( )
Manutencédo ( )

Dados Clinicos:

Descrigdo do aspecto intra-oral da mucosite e outras lesbes orais

Classificacéo do grau da mucosite segundo a OMS:
Graul( )
Grau2( )
Grau3( )
Graud ()
Observacdes e Quimioterapicos utilizados:




105

APENDICE D

FORMULARIO PARA A COLETA DE DADOS

“QUANTIFICACAO DO HSV-1 NA MUCOSA BUCAL DE PACIENTES PEDIATRICOS COM LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA”

Pesquisador(a): Renata Gualberto da Cunha
Orientador(a): Profa. Dra.Tatiana Nayara Libério Kimura
Co-orientador(a): Profa. Dra. Juliana Vianna Pereira

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

Nome: Idade: Sexo:

Endereco:

Diagnéstico:

Histdria oncoldgica familiar:

Fase do tratamento:

Indugéo ( )
1. _ /| Medicagdes administradas:
2. _ | | MedicagBes administradas:
3. __/_ |/ Medicagbes administradas:

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

‘ ( )Grau0 ‘ ( )Grau4 ‘
( )Graul () Mucosite moderada

‘ ( )Grau?2 ‘ () Mucosite severa ‘
( )Grau3

Agentes fungicos encontrados:

Agentes bacterianos encontrados:

Presenca de HSV-1 em PCR convencional?

Consolidagéo da remisséo ()

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

Mucosite bucal: ( )SIM () NAO

Classificagdo da mucosite:

‘ ( )Grau0 ‘ ( )Grau4 ‘
( )Graul () Mucosite moderada

‘ ( )Grau?2 ‘ () Mucosite severa ‘
( )Grau3

Agentes fungicos encontrados:

Agentes bacterianos encontrados:

Presenca de HSV-1 em PCR convencional?
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Manutencédo ( )

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

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

‘ ( )Grau0 ‘ ( )Grau4 ‘
( )Graul () Mucosite moderada

l ( )Grau?2 ‘ () Mucosite severa ‘
( )Grau3

Agentes fungicos encontrados:

Agentes bacterianos encontrados:

Presencga de HSV-1 em PCR convencional?

Assinatura do Pesquisador Responséavel
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ANEXO A

' FUNDACAO UNIVERSIDADE g PlaboPorma
DO AMAZONAS - FUA (UFAM) ng.rl

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DaD0s DO PROJETO DE PESGUISA

Tiule da Pesguisa; AMALIZE DA MICROEBIOTS BUCAL DE PACIEMTES COM LEUCEMIA
LINFCELASTICA AGUDA E SiA RELACAD COM A GRADUACED DA MUCOSITE

Pasquisador: Jullana Mara Souzs de Clvela
Arsa Tematica:

Weredo: 4

CAAE: 30934514 5. 00005020

Instttubgao Proponsnts: Facudade de Cdoniologa

Patrocinador Princpal: MINISTERED DA CIEMNCLA, TECHKCLOEA, E IMOWAICAD
Firnanelamemo Fropria

DaD0s O PARECER

Homerns do Parecar: §75.145
Data da Rsdatona: 18912014

Aprassntagdo oo Projeto:;

Leucemia Infoplasica aguada [LLA) & & neopiasla malgna mals comurm na Infanga, serfvada das ceiulas
hemEnpoisicas. A aplcacal e regmes qQUIminterapicos pode JCANCcar UMa 1Ex 5e S0 e oe
Evaning em cerca o8 50% 008 pACETEs &M Ngo EZo. Muctete @ um eleto Clansral comum enire 35
complcames secundanas resuiantes da QUIMIcierapia. & fase uloerativa e representada paio romplmentn
d3 Integridade 0&E MUCDES, OC3S0NANG0 6085 LICEANEE SrTemaments dolomsss DDerEas 3 colonizacan
de agentes viras, bamenanos & fungleos, podenda levar a Ifeceoes orals. ESUN0s BUgerem Jue 3
presenca S0 HSW-1 dessmpenha um pasel Importame & pode 25180 2340300 3 sevendade da muceis
bucal Induzida por quimiolerapla =M pacemes &M neopiasias hematnioglcss. S5 Tabalho 52 propos 3
reallzar a arailse da michooiota bucal de paciemes pedaicos com diagnostics de Leucamia

Enderegr:  fua Teimda 4950

Baitro.  Adfandoois CEP. &0 =7070
LIF, ks Munmsipks.  MARNLS
Tobefone Q0 ssie.5 56 Fax. (90330655130 E-mail. cocffufam o b

Filgill 5T oF =5
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FLIHDA(;JELD LUMNNERSIDADE
DO AMAZONAS - FUA (UFAM)

Conshieragian =00re o8 Termas de apressniasgso obrgatara:

O presente protocoio de pesquisa ol aprovado pelo CEP UFAM apés atendimento Integral das pendencias
aDoniadss.

Mo entamto, o CEP HEMO®M sollciou, apropriadamente, o Temo de Assemtiment para menores de 12 a
17 anoe, o qual ndo fol sollcfiaca pela CEP UFAM

Corslderando que a falxa etiria dos padientes 3 serem Incluidos no estudo & de 0 3 18 anos, 3 sollétacdn
fid periinente & o doCUmSTin apresentado encanirs-s2 adequado.

RaComenta;haa:

M3o s2 aplica.

Cionclusdes ou Pendénclas & Lista de Inadaquagss:

O presente protocaio oe pesquisa aende ImMagraiments 35 exlgencias da Res 46612
Shuagso do Panscar:

Aprovado

Mecesslia Apreclacso da COMEP:

a0

Consiieragisa Finale a critério do CEP:

Confmasgie: 31 Pamesr 370140

AMALLS, 19 02 HovemDno de 2014

Azsinacs por
MARLS EMILLA DE OLUNVEIRA PEREIRA ABESUD
(| Crpondenador)

Endanegn:  Fua Tedesina, 4050

Bairro  AcFandooin CEP: &) (7070

LIF: ARA Bunespla: MakalS

Telefone:  (RorEs0e. 550 Fax: [U3E50S.5130 E-rmail. cosflufam e by

Prlgia Sos =
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ANEXO B
DATA DA DATA DA
PRIMEIRA ULTIMA
REGISTRO NOME IDADE SEXO RHEEGNII%'I;ARMO TIPO DE LLA COLETA NO COLETA NO
NO ESTUDO PROJETO: PROJETO:

1 M.R.R.R. 2 anos Masculino 171370 LLA B Baixo Risco 13/03/2015 11/09/2015
2 U.sSs.P 6 anos Masculino 171432 LLA B Baixo Risco 19/03/2015 13/09/2015
3 I.T.P.R 3 anos Feminino 172050 LLA B Alto Risco 28/04/2015 25/09/2015
4 M.S.P 8 anos Masculino 170939 LLA B Baixo Risco 28/04/2015 22/10/2015
5 W.M.F. 2 anos Feminino 169745 LLA B Baixo Risco 05/05/2015 12/05/2015
6 ALAS.V. 3 anos Feminino 172351 LLA B Baixo Risco 14/05/2015 06/10/2015
7 A.L.S.S. 3 anos Masculino 118085 LLA B Alto Risco 02/07/2015 10/10/2015
8 0.S.G. 6 anos Masculino 173323 LLA B Baixo Risco 09/07/2015 18/09/2015
9 H.S.U. 15 anos Masculino 173504 LLA B Alto Risco 28/07/2015 21/10/2015
10 S.S.L. 4 anos Feminino 89532 LLA B Alto Risco 30/07/2015 16/10/2015
11 A.K.R.M. 5 anos Masculino 173765 LLA B Baixo Risco 11/08/2015 13/10/2015
12 S.E.S.G. 3 anos Feminino 108625 LLA B Baixo Risco 20/08/2015 09/10/2015
13 S.G.AS. 4 anos Masculino 173736 LLA B Baixo Risco 25/08/2015 21/10/2015
14 V.F.M.L. 3 anos Feminino 147223 LLA B Baixo Risco 10/09/2015 24/09/2015
15 V.J.A.Q. 10 anos Masculino 174374 LLA B Alto Risco 15/09/2015 21/10/2015
16 M.J.C. 5 anos Feminino 174487 LLA B Baixo Risco 24/09/2015 08/10/2015
17 E.B.R. 17 anos Masculino 174519 LLA B Baixo Risco 08/10/2015 12/11/2015
18 H.B.S.C. 1 ano Feminino 175004 LLA B Baixo Risco 13/10/2015 16/11/2015
19 A.N.B.M. 2 anos Feminino 175012 LLA B Baixo Risco 20/10/2015 24/11/2015
20 L.S.B.M. 4 anos Feminino 174603 LLA B Baixo Risco 20/10/2015 24/11/2015

Legenda: LLA B = Leucemia Linfoblastica Aguda do tipo B.
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REGISTRO PREFASE/INDUCAO CONSOLIDACAO DA REMISSAO
ESTUDO D1 Alteracao DS Alteracao D15 Alteragao D35 Alteragao D1 Alteragao D15 Alteragao D29 Alteragao D50 Alteragao
Bucal Bucal Bucal Bucal Bucal Bucal Bucal Bucal
Mucosa jugal
1 C Nao C Nao C direita C Nao NC *k C Nao C Nao NA NA
traumatizada
2 C Labio Labio N&o N&o NC xx NC xx N&o NA NA
ressecado ressecado
3 NC *k Nao Nao Nao C Nao C Nao Nao C Nao
Mucosite
4 C Labio/Lingua C Labio/Lingua C N&o C N&o C Nao C Nao C N&o NA NA
Grau 2
Mucosite Mucosite
5 NC ** C Labios C Labio/Gengiva NC ** NC ** NC ** NC NA NA
Grau 1 Grau 3
6 C Nao C Nao C Nao C Nao C Nao C Nao C Nao NA NA
7 NC *x C Nao C N&o C N&o C Nao C Nao C Nao C Nao
8 C Nao C Nao C N&o C N&o C Nao C Nao NC b NA NA
9 C Nao C Nao C Nao C Nao C Nao C Nao C Nao C Nao
10 NC *k C Nao C Nao C Nao C Nao NC *x C Nao C Nao
11 C Nao C Nao C N&o C N&o C Nao NC * C Nao NA NA
12 C Nao C Nao C N&o C N&o NC o C Nao NA NA
Mucosite
13 C Nao C Nao C Nao C Retromolar C Nao C Nao NC *k NA NA
Grau 3
Labios MUCOSite. Mucosite em
14 C C Mucosa labial C . - Z NC ** NC ** NC ** NC *k NA NA
ressecados cicatrizacéo
Grau 2
15 N0 Labios Labios C Labios C Labios NC - NC - NC -
ressecados ressecados ressecados ressecados
16 C Nao Nao Nao NC *x NC ** NC ** NC ** NA NA
17 C Nao C Nao C N&o C N&o NC b NC o NC i NA NA
Mucosite
18 C Nao C Nao C N&o C Mucosa jugal NC ** NC ** NC * NA NA
Grau 2
19 C Nao C Nao C Nao C Nao NC ** NC ** NC *k NA NA
20 C Nao C Nao C Nao C Nao NC *k NC *k NC *k NA NA

Legenda: D= Dia de coleta dentro da fase; C= Coletado; NC= N&o coletado; NA= N&o se aplica; **Sem informacdes.
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REGISTRO INTENSIFICACAO INTERFASE CONSOLIDACAO TARDIA MANUTENGCAO
ESTUDO D1 Alteracéo D8 Alteracéo D15 Alteracéo D8 Alteracéo D1 Alteragao D15 Alteragao D29 Alteragéo D1 Alteragao
Bucal Bucal Bucal Bucal Bucal Bucal Bucal Bucal

NA o C Nao NA o NA ok NA bl NA hdl C Nao C Nao

NA o C N&o NA o NA ok NA o NA o NC o NC *
Mucosite
3 NA o NA o C Nao C M. Jugal NA o NC o NA * NC o
Grau 3

NA o C Nao NA o NA *k NA o NA o NC o C Nao

5 NA o NC o NA o NA o NA o NA o NC i NC bl
Mucosite
6 NA o C M. Labial NA o NA o NA o NA * C N&o NC *
Grau 2

NA o NA o C Nao NC o NA * NC * NA o NC o
NA o C Nao NA o NA ok NA o NA o NC o NC o
NA *% NA *% NC *% NC *% NA *% NC *% NA *% NC *%
10 NA o NA o NC ok NC o NA o NC o NA o NC o
11 NA b NC b NA bl NA o NA bl NA bl NC bl NC o
12 NA * NC * NA o NA ok NA o NA o NC o NC o
13 NA b NC b NA bl NA o NA bl NA bl NC bl NC o
14 NA * NC * NA o NA ok NA o NA o NC o NC o
15 NA b NA bl NC o NC bl NA bl NC o NA o NC o
16 NA * NC * NA o NA ok NA o NA o NC o NC o
17 NA b NC b NA bl NA o NA bl NA bl NC bl NC o
18 NA * NC * NA o NA ok NA o NA o NC o NC o
19 NA xx NC xx NA xx NA *x NA xx NA xx NC *x NC *x
20 NA o NC o NA hd NA ok NA b NA b NC b NC o

Legenda: D= Dia de coleta dentro da fase; C= Coletado; NC= N&o coletado; NA= N&o se aplica; **Sem informacdes.
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ANEXO C
Numero
dp Num(a'rq de Fase Tratamento Dia Localizacéo Grau Carga Viral Carga}/wal
Paciente  episddios (Mucosa Jugal) (Leséo)
no estudo
3 1 Interfase D8 Mucosa Jugal 3 128,28 NC LLAB AR
4 2 Prefase/Inducao DO/D1 Lingua 2 120359,06 2898,74
3 Prefase/Inducao D8 Labios 1 108920,66 NC
5
4 Prefase/Inducéao D15 Gengiva 3 718978,37 15115829,69
6 5 Intensificacao D8 Mucosa Labial 2 36,85 1212,09 LLA B BR
13 6 Prefase/Inducao D35 Retromolar 3 143,80 NC
14 7 Prefase/Inducao D8 Mucosa Labial 2 negativo Negativo
18 8 Prefase/Inducao D35 Mucosa Jugal 2 negativo NC

D

Legenda: D= dia da coleta dentro da fase. NC= n&o coletado.
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ANEXO D
PAC D0/D1 D8 D15 D35 D1 D15 D29 D50 (B AR) D8 (BBR) D15(BAR) D8(B AR) D29 D1
1 Negativo  Negativo 47,27 Negativo Negativo  Negativo 6992,10 21,90 Negativo
2 318,14 Negativo  Negativo 7763,14 Negativo Negativo
3 119,93 38,39 Negativo  Negativo 0,61 3,07 1,63 131,63 128,28
4 120359,06 2533,15 18,70 428,38 317,50 22,90 Negativo Negativo Negativo
5 108920,66 718978,37
6 Negativo 1979,72 6,99 Negativo  Negativo  Negativo  Negativo 36,85 Negativo
7 Negativo 104,64 Negativo  Negativo  Negativo  Negativo Negativo 314,97 Negativo
8 248,93 Negativo 0,78 65,26 Negativo Negativo 201,55
9 Negativo Negativo Negativo  Negativo  Negativo  Negativo 135,44 Negativo
10 Negativo  Negativo  Negativo  Negativo Negativo Negativo
11 213,77 Negativo Negativo 113,22 Negativo 193,82 Negativo
12 Negativo Negativo  Negativo  Negativo Negativo 172,84
13 Negativo  Negativo 65,29 143,80 158,15 99,18
14 Negativo = Negativo 239,48
15 Negativo 119,49 Negativo 104,79 3,58
16 Negativo Negativo  Negativo
17 108,33 Negativo Negativo Negativo
18 105,48 Negativo  Negativo  Negativo
19 216,49 56,45 Negativo  Negativo
20 159,33 Negativo Negativo Negativo
Total 8del6 6 de 20 9de 20 6 de 17
50% 30% 45% 35.3%

Legenda: PAC = Numero do paciente no estudo; D= dia de coleta dentro da fase; B AR: Leucemia Linfoblastica Aguda de alto risco de recidiva. B BR: Leucemia Linfoblastica
Aguda de baixo risco de recidiva. Valores da quantificacédo viral em nimeros de copia/pL.
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PAC Prefase+Iinducéo Consolidagcao da Remisséo Intensificacéo | Interfase Con_?:rlijoilzgéo Manutencéo
DO/D1 D8 D15 D35 D1 D15 D29 D50 D15 D8 D29 D1
3 NC 119,93 38,39 0,00 0,00 0,61 3,07 1,63 131,63 128,28 NC NC
7 NC 0,00 104,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 314,97 0,00 NC NC
9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 13544 0,00 NC NC NC NC
10 NC 0,00 0,00 0,00 0,00 NC 0,00 0,00 NC NC NC NC
15 0,00 119,49 0,00 104,79 3,58 NC NC NC NC NC NC NC

Legenda: PAC: Numero do paciente no estudo; D= dia de coleta dentro da fase; NC= N&o coletado; LLA B AR: Leucemia Linfoblastica Aguda de alto risco de recidiva.

Valores da quantificacéo viral em nimeros de copia/pL.

LLAB
AR



ANEXO F

Consolidacéo

PAC Prefase+inducéo Consolidacao da Remisséao | Intensificagéo Tardia Manutencéo

D0/D1 D8 D15 D35 D1 D15 D29 D8 D29 D1

1 0,00 0,00 47,27 0,00 NC 0,00 0,00 6992,10 21,90 0,00
2 318,14 0,00 0,00 7763,14 NC NC 0,00 0,00 NC NC
4 120359,06 2533,15 18,70 428,38 317,50 22,90 0,00 0,00 NC 0,00
5 NC 108920,66 718978,37 NC NC NC NC NC NC NC
6 0,00 1979,72 6,99 0,00 0,00 0,00 0,00 36,85 0,00 NC
8 248,93 0,00 0,78 65,26 0,00 0,00 NC 201,55 NC NC
11 213,77 0,00 0,00 113,22 0,00 NC 193,82 0,00 NC NC
12 0,00 0,00 0,00 0,00 NC 0,00 172,84 NC NC NC
13 0,00 0,00 65,29 143,80 158,15 99,18 NC NC NC NC
14 0,00 0,00 239,48 NC NC NC NC NC NC NC
16 0,00 0,00 0,00 NC NC NC NC NC NC NC
17 108,33 0,00 0,00 0,00 NC NC NC NC NC NC
18 105,48 0,00 0,00 0,00 NC NC NC NC NC NC
19 216,49 56,45 0,00 0,00 NC NC NC NC NC NC
20 159,33 0,00 0,00 0,00 NC NC NC NC NC NC

Legenda: PAC: Numero do paciente no estudo;

risco de recidiva. Valores da quantificagdo viral em nimeros de copia/pL.

LLA B BR

D= dia de coleta dentro da fase; NC= Nao coletado; LLA B BR: Leucemia Linfoblastica Aguda de baixo
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ANEXO G
Tamanho . . 0 )
Autor Grupo de Protocolo da Material Microrganismo % HSV-1 % Mucosite % de HSV-1na Tipo dfe Concluséo
Pacientes de QT amostra avaliado mucosite Deteccéo
PCR em O papel do HSV-1 no
Pg:tsf(?;e LLA GB;—&I); LA n=20 M;Sgasla HSV-1 80% 35% 75% Tempo Real surgimento da mucosite
(quantitativa)  bucal nao esta claro.
Pacientes PCR = o
UALITATIVO gt Nao houve associacdo
Aggarwal etal. em QT com . HSV-1 Q ualitativo e .
99(2014) muQcosite - Néo n=32 Mucosa HSV-2 ) 100% 25% %uantitativo entre HS\( -lea grawdade
(LLA.LMA informado Bucal da mucosite ou a idade.
Out’ros) ’ QUANTITATIVO ELISA
66%
N0 64.1% A infeccao por HSV-1, EBV
. apresentam e CMV é onipresente na
Santos de LLA informado Sangue HSV-1 anticorpos opulagéo estudada. HSV-
Faria et al. (MTX no n=92 9 EBV p No D7= 70,7% - ELISA popu'ag -
(2014) tratamento) DO e D7 CMV para HSV-1 1 pode ser um fator de risco
para 0 aumento da
gravidade da mucosite.
Presenca do HSV e
Criangas Mucosa HSV-1 D14 = 25.3% Candida spp. nos dias 14 e
*Mendonga et com LLA em GBTLI LLA Bucal Candida (N=71) D14 = 44.4% PCR 56 do tratamento esta
al. (2012) tratamento 99 n=71 D14 e Bactérias 10.37% Qualitativo associado ao aumento da
com e sem D56 D56=19.4% D56= 30.8% severidade da mucosite em
mucosite (N=67) criangas e adolescentes
com LLA.
Pacientes
em terania Resultados sugerem que a
parap Estudo Candida albicans e 0 HSV-
Chen et al. - . retros- 1 desempenham um papel
2011 malignida- . Néo n= 424 pectivo HSV.'l - 100% 21% Cultura importante na mucosite oral
des informado Candida
hematol6ai- de induzida por QT em
cas 9 registros pacientes com doenca
hematoldgica maligna.
Djuric et al. Pacientes Por PCR: PCR Os resultados deste estudo
(2009) com N&o n=60 Mucosa HSV-1 60% ) ualitativa/ sugerem que a reativagado
malignida- informado - Bucal HSV-2 Antes da QT= 0 q Cultura/ do virus ocorre
des diversas 71,7% independentemente da QT.
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Anirudhan et
al. (2008)

*Figliolia et al.

(2008)

Ramphal et al.

(2007)

Sepulveda et
al. (2005)

em
tratamento

LLA

LLA

Pacientes
pediatricos
com cancer
em terapia

e com
neutropenia
febril

Pacientes
em QT
(LLA, LMA e
outros)

MCP-841

ALL-BFM-95
ALLBFM-
2002
BCLSG-93
BCLSG-99

Nao
informado

Protocolo
Internacional

Mucosa
n=70 Bucal e
sangue
n=169 Mucosa
Bucal
Mucosa
n=75 bucal e
Sangue
n=15
(LLA =10) Mucosa
bucal

HSV
Fungos
Bactérias

Estudou a relacéo

entre

guimioterapia e

mucosite em
diversos
protocolos

HSV

HSV-1
Candida

Durante QT=
85%

9% (HSV)

Anticorpos para

HSV em 16%

100% .
1 caso positivo de
HSV na cultura
46% -
33% 20%
100% Em LLA 57,1%

Imunofuorescé

ncia direta.

Cultura e
sorologia

PCR
Qualitativa

PCR
Qualitativo

O papel potencial da
reativacio do HSV em
danos na mucosa oral
permanece obscura.

Sorologia de herpes é (til
na predicao de lesdes orais
recorrentes com HSV em
pacientes em QT.

A mucosite oral induzida
por QT deve ser
sistematicamente
analisada para todos os
tratamentos para
estabelecer o grau de
toxicidade de farmacos
usados na QT e melhorar a
qualidade de vida de
doentes com base em mais
abordagens terapéuticas e
profilaticas eficazes para
prevencgdo de sua
ocorréncia.

A prevaléncia da infeccao
pelo HSV em pacientes
com neutropenia febril foi
baixa e néo foi associada
com febre prolongada.
Contudo, o HSV oral foi
associado com mucosite
prolongada e pior resposta
ao tratamento inicial.

Ulceras orais estavam
fortemente associadas a
presencga do HSV-1.
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Sepulveda-

Tebache et al.

(2003)

Carrega et al.

(1994)

Pacientes
em terapia
oncolégica

Pacientes
em
tratamento
oncolégico

Nao

informado n=19
Nao n=20
informado.

Mucosa
bucal

Mucosa
bucal

HSV-1
HSV-2

HSV-1
HSV-2

100%

100%

33,3%

HSV em 50%

ELISA

Cultura

E muito importante
confirmar por testes
laboratoriais  diagnosticos
clinicos de gengivite e
lesBes ulceradas da
cavidade oral em pacientes
em terapia oncolégica.

Sugerem que a mucosite
oral em criancas recebendo
tratamento antineoplésico é
provavelmente de origem
multifatorial e que HSV
pode ser um cofator
importante, especialmente
em criangas soropositivas
para o HSV.

Legenda: QT= quimioterapia; LLA= Leucemia Linfoblastica Aguda; LMA= Leucemia Mieloide Aguda; MTX= metotrexato; D= dia da coleta dentro da fase.



