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Resumo

O cancer é uma das doengas ndao transmissiveis mais prevalentes no mundo cujos
impactos na qualidade de vida e implicagdes socioecondmicas afetam diversos paises
em desenvolvimento. O Brasil é um dos paises com altos indices de cancer de pele, bem
como mama, prostata, estdmago e intestinos. O diagndstico dessas lesdes geralmente
acontece em momento tardio, quando as opg¢des de tratamento, complicagdes e
incapacidades somam-se a progndsticos limitados, com aumento da morbidade e
mortalidade. O tratamento oncolégico pode incluir diferentes modalidades terapéuticas,
como quimioterapia (QT), radioterapia e/ou cirurgia. Todas essas condutas estdo
associadas a diferentes graus de complicagdes, de acordo com o estadiamento do tumor
e condigOes proprias do paciente. No tratamento quimioterapico, a mucosite oral (MO)
figura-se como uma das condigdes que frequentemente afeta pacientes sob tratamento
oncoldgico. Estas lesdes se iniciam por dano ao material genético das células e podem
evoluir para ulceragdes, impossibilitando a alimentagdo do paciente, além de ser fator
de risco para desenvolvimento de infec¢Oes e suspensao tempordria do tratamento
antineoplasico. A etiopatogenia da MO ainda é obscura e, atualmente, ainda nao ha
métodos capazes de identificar precocemente ou predizer a manifestagao da MO. Dessa
forma, esta pesquisa se propde a: (1) realizar levantamento retrospectivo das
complicagdes manifestadas pelos pacientes da UNACON, através de censo dos
prontudrios; e (2) analisar a frequéncia de microndcleos nas células epiteliais
descamadas da mucosa oral de pacientes sob quimioterapia da Unidade de Alta
Complexidade em Oncologia (UNACON), no municipio de Teixeira de Freitas e
correlacionar esses dados a manifestagao de MO. A identificagdo dos micronucleos é
realizada por meio de citologia e consiste em uma técnica de baixo custo e facil execugao.
Prevé-se a coleta da amostra de aproximadamente 50 pacientes sob tratamento
guimioterapico na UNACON de Teixeira de Freitas. O grupo controle consistira em
amostra estatisticamente representativa de 15 individuos saudaveis pareados quanto
ao género e idade em relagdo ao grupo de pacientes, recrutados da comunidade



académica da Universidade Federal do Sul da Bahia (campus Paulo Freire). As amostras
de células epiteliais serdao obtidas através de raspagem gentil da mucosa oral com
escova para coleta de material citoldgico e coradas com periddico de Schiff e Fast green.
A identificagdo de micronucleos sera registrada em relagao a frequéncia desses eventos
por 2.000 células de cada paciente. Espera-se que haja uma frequéncia aumentada de
micronucleos em pacientes com mucosite oral.

Atividades dos bolsistas

1. Levantamento de Dados epidemiolégicos (prontuarios Unacon); 2. Coleta de amostra
e andlise de Micronucleo; 3. Levantamento bibliografico.

Atividades semanais e carga horaria

1. Levantamento de Dados epidemioldgicos (prontudrios Unacon) - 4h semanais -
Levantar dados epidemioldgicos associados as manifestacdes adversas do tratamento
quimioterdpico na Unacon - Teixeira de Freitas 2. Coleta de amostra e anadlise de
Micronucleo - 4h semanais - Realizar a coleta de amostras na Unacon e proceder as
analises laboratoriais na UFSB 3. Levantamento de dados Bibliograficos - 4h -Participar
das atividades de “lab meeting” desenvolvidas semanalmente - 4h semanais

Introducdo

O cancer é uma das doencas ndao transmissiveis mais prevalentes e apresenta
implicagbes socioeconOmicas que impactam a mortalidade e a qualidade de vida,
especialmente nos paises em desenvolvimento. Estima-se que, em 2012, ocorreram
14,1 milhdes de casos novos de cancer e 8,2 milhdes de ébitos e, de modo geral, as
maiores taxas de incidéncia foram observadas nos paises desenvolvidos. Taxas
intermediarias sdo vistas na América do Sul e Central, no Leste Europeu e em grande
parte do Sudeste Asiatico. As menores taxas s3o vistas em grande parte da Africa e no
Sul e Oeste da Asia, e estdo associadas, possivelmente, a subdiagnéstico. Enquanto nos
paises desenvolvidos predominam os tipos de cancer associados a urbanizagdo e ao
desenvolvimento (pulmao, préstata, mama feminina, célon e reto), nos paises de baixo
e médio desenvolvimentos ainda é alta a ocorréncia de tipos de cancer associados a
infecces (colo do utero, estbmago, es6fago, figado) (INCA, 2018). Os tipos de cancer
mais incidentes no mundo incluem pulmao (1,8 milhdo), mama (1,7 milhdo), intestino
(1,4 milhdo) e prdstata (1,1 milhdo). Nos homens, os mais frequentes sdo pulmao
(16,7%), prostata (15,0%), intestino (10,0%), estobmago (8,5%) e figado (7,5%). Em
mulheres, as maiores frequéncias sdo encontradas na mama (25,2%), intestino (9,2%),
pulmao (8,7%), colo do utero (7,9%) e estomago (4,8%) (FERLAY et al., 2013). No Brasil,
a distribuicao da incidéncia, por regiao geografica, mostra que as Regides Sul e Sudeste
concentram 70% da ocorréncia de casos novos, sendo que, na Regido Sudeste, encontra-
se quase a metade dessa incidéncia. Existe, entretanto, grande variagao na magnitude
e nos tipos de cancer entre as diferentes regides do Brasil. Nas regides Sul e Sudeste, o



padrdao da incidéncia mostra que predominam os canceres de prdstata e de mama
feminina, bem como os canceres de pulmdo e de intestino. A regido Centro-Oeste,
apesar de semelhante, incorpora em seu perfil os canceres do colo do utero e de
estdbmago entre os mais incidentes. Nas Regides Norte e Nordeste, apesar de também
apresentarem os canceres de prdstata e mama feminina entre os principais, a incidéncia
dos canceres do colo do uUtero e estbmago tem impacto importante nessa populagao
(INCA, 2018). A grande maioria dos pacientes diagnosticados apresenta lesdes em
estdgios avancados e as opcOes de tratamento incluem a cirurgia, radioterapia,
guimioterapia ou a combinacdo dessas condutas, a depender do estadiamento do tumor
primario. Os efeitos colaterais dos tratamentos, na maioria das vezes, interferem nas
células ndo-tumorais, com repercussdes sobre a fisiologia dos tecidos do hospedeiro e
impacto na qualidade de vida (BRASIL, 2018; DE FELICE et al., 2018). Apesar de produzir
maior dano as células malignas, devido as diferencas metabdlicas frente as populacdes
celulares normais, a quimioterapia nao é um procedimento seletivo e tanto as células
saudaveis quanto as neopldsicas sdao afetadas. Em contrapartida, a radioterapia destroi
as células tumorais utilizando radiacbes ionizantes e, normalmente, é usada em
associagdo com outro método de tratamento, pois age focalmente. Assim como a
guimioterapia, a radioterapia também possui efeitos indesejaveis para o paciente.
Clinicamente, tais efeitos sao manifestados por anovulacdo e azoospermia, epitelites,
mielossupressdao, mucosites e infecgbes oportunistas (BRASIL, 2018). As principais
complicagdes orais decorrentes do tratamento antineopldsico que tém sido relatadas
na literatura incluem a estomatite, infeccdes oportunistas, gengivite, dor, mucosite,
perda de funcdo e xerostomia (ADAMIETZ et al., 1998). A mucosite oral (MO) é uma das
complicagdes mais comuns induzidas pelo tratamento antineoplasico e é definida como
um processo inflamatério que acomete a mucosa oral e se caracteriza, clinicamente,
pela presencga de eritema e edema progredindo para o desenvolvimento de ulceras
(RAMPINI et al., 2008). A MO tem consequéncias graves, visto que a dor intensa
interfere na alimentacao dos pacientes, o que pode acarretar a necessidade de nutricdo
parenteral/enteral ou mesmo interrupgdo do tratamento oncoldgico. Ainda, as Ulceras
na mucosa servem de porta de entrada para microrganismos, podendo acarretar
guadros de bacteremia, septicemia e aumento de infec¢Oes sistémicas (SCULLY et al.,
2004; RAMPINI et al., 2008). A MO surge, em média, de 7 a 10 dias apds a quimioterapia
ou a partir da segunda semana do inicio do tratamento radioterapico. O aparecimento
e evolucdo das lesdes variam de acordo com o individuo afetado. As lesdes estdo
relacionadas a toxicidade oral da quimioterapia, a associagao ou nao da radioterapia
com a quimioterapia e a dose de radiacdo acumulada. Os pacientes que realizam
protocolos quimioterapicos que resultam em mielossupressao sao considerados de alto
risco para desenvolvimento da MO; aqueles submetidos a protocolos quimioterapicos
gue nao causam estomatotoxicidade sdao considerados de risco moderado e os que sdao
submetidos a protocolos com mielossupressao leve sdo considerados de baixo risco
(RAMPINI et al., 2008). O paciente com MO deve ser avaliado minuciosamente para que
possam ser definidos o grau de toxicidade e, consequentemente, a terapéutica
adequada. A escala mais utilizada para medir a mucosite oral é a da Organizagdo
Mundial de Saude (OMS), que classifica a mucosite em quatro graus, considerando o
grau 1, aquele em que a mucosa apresenta-se eritematosa e dolorida, grau 2 quando se
observa a presenga de ulceras, mas o paciente alimenta-se normalmente. O grau 3
indica a presenca de Ulceras e o paciente sé consegue ingerir liquidos e no grau 4 o



paciente ndo consegue se alimentar e geralmente precisa fazer uso de sondas (SONIS et
al., 2004). A etiopatogenia das lesdes de mucosite inclui as fases de iniciagdo,
amplificagao, ulceragdo e cicatrizagdao. Durante a fase de iniciagdao, apds a administragao
da radio e/ou quimioterapia, ocorrera uma quebra nas fitas de DNA que ira resultar em
lesdo celular direta nas células da camada basal do epitélio e da submucosa (SONIS et
al., 2004). Esse fato é seguido da exposi¢cdo da mucosa a espécies reativas do oxigénio,
responsaveis por promover dano tecidual. A partir desses eventos, havera aumento da
ativagcdo de fatores de transcrigdo, em especial NF-kB, cuja atividade resulta na
produgdo de citocinas pro-inflamatérias, dentre as quais destacam-se o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina 1beta; (IL-1beta;) e interleucina 6 (IL-6) (MORALES-
ROJAS et al., 2012; SONIS, 2004). Fibroblastos presentes na submucosa também sao
alvos dos danos causados pelo tratamento antineoplasico com radio e/ou quimioterapia.
Acredita-se que apds a administragdo do tratamento, ha a ativagdao de AP-1 que, em
fibroblastos de submucosa de cdlon, estimulou a secrecdo de metaloproeteinases
(MMPs) (BAMBA et al., 2003). MMP-1 estd associada a destruicdo da matriz colagénica
subepitelial, enquanto MMP-3, conhecida como estromelisina 1, degrada a membrana
basal epitelial, promovendo a disseminacdo outros sinais destrutivos (SONIS, 2004).
Nesta fase, sabe-se que mesmo que a mucosa nao apresente sinais clinicos de alteragao
ou que o paciente ndo relate sintomatologia dolorosa, uma série de eventos
importantes estd se desenvolvendo na submucosa (SONIS, 2004, SONIS et al., 2008).
Durante a fase de amplificagao as citocinas pré-inflamatérias, envolvidas no processo
de dano tecidual, ainda sdo responsaveis por perpetuar o processo de dano primario. A
familia de receptores de TNF-alfa; inicia uma cascata de sinalizagdo através de MAPK, o
que leva a ativagdo de JNK, que por sua vez, regula a atividade transcricional de AP-1.
Por fim, essa via ird resultar na ativacdo de caspase 3 (DANTAS et al., 2017). Ainda, é
importante ressaltar que TNF-alfa e IL-1beta ativam MMP-1 e MMP-3 (BAMBA et al.,
2003). A fase ulcerativa da mucosite ocorre quando ha uma perda de epitélio com
consequente colonizagdo microbiana. Nesta fase, o paciente ird apresentar
sintomatologia dolorosa e em pacientes imunossuprimidos ocorrera um aumento do
risco de infecgao sistémica. Devido a possibilidade de infecgdo, os produtos microbianos
podem ainda estimular a amplificagdo da produgdo de citocinas inflamatérias,
potencializando o dano tecidual (LOGAN et al., 2007; SONIS, 2004).0s eventos que
ocorrem nas fases de iniciacdo e de cicatrizacdo estdo entre os mais obscuros na
etiopatogénese da MO. A fase de cicatrizagao advém apds a finalizagdao do tratamento
radio/quimioterapico e estd associada a re-epitelizagdo da mucosa com consequente
restauracdo do aspecto clinico (LOGAN et al., 2007). A inducdo de danos epiteliais por
drogas antineopldsicas e os eventos iniciais associados a MO ainda sao
desconhecidos.Uma das ferramentas disponiveis para verificagao do potencial de dano
celular é o teste de identificagdo de micronucelo em células epiteliais. O teste do
micronucleo consiste em andlise citogenética capaz de identificar danos cromossémicos,
podendo ser aplicado a vdrios tipos de células, com vistas a monitorizacdo de dano
genético e o rastreio de produtos quimicos com potencial genotéxico (FENECH, 1997).
Os micronucleos sao uma pequena massa nuclear separada do nucleo principal e
delimitada por membrana. Essa estrutura forma-se durante a tel6fase da mitose ou
meiose, quando o envelope nuclear é reconstituido ao redor dos cromossomos de
células- filhas e constituem fragmentos cromossémicos acéntricos ou de cromossomos
inteiros que nao foram incluidos no nucleo principal apds o ciclo de divisdo celular



(FENECH, 1997; NORPPA e FALCK, 2003; GONTIJO e TICE, 2003). Sabe-se que algumas
drogas antioneopldsicas apresentam genotoxidade potencial, uma vez que a exposi¢ao
ocupacional a quimioterapicos aumentou a frequéncia de microntcleos (MALUF, 1993).
Dessa forma, a aplicagdo deste método tem estado associada principalmente ao
monitoramento da exposi¢ao a mutdgenos em diversos epitélios e linhagens celulares,
como fator preditor do risco de transformagdo maligna (HOLLAND et al., 2008). E
possivel, no entanto, que o emprego desse método possa permitir, também, a predigao
do desenvolvimento de mucosite oral em pacientes submetidos ao tratamento
quimioterdapico pela detecgao de dano em células epiteliais, que é a etapa mais precoce
da etiopatogenia da MO. Nao ha abordagens clinicas capazes de prever quais pacientes
apresentarao a MO e em quais graus tais lesdes se manifestardo. Diversas condutas
terapéuticas tém sido propostas para o alivio dos efeitos da MO e o controle desta
condigcao consiste na prevengdo e tratamento paliativo da infecgdo. Até o momento, nao
existe um unico tratamento capaz de prevenir ou tratar a mucosite de maneira eficiente,
embora medidas como cuidados orais basicos, uso de enxaguatdrios bucais, analgésicos,
antibioticos, anti-inflamatdrios e crioterapia, por exemplo, possam auxiliar nesse
processo. As solugdes de dexametasona tem sido usadas como importante terapéutica
na reversao de mucosite, especialmente nas lesdes de grau 3 e 4 (LALLA et al., 2014).

Justificativa

E desejavel que sejam desenvolvidos testes preditivos de amplo alcance, facil execugdo
e alta sensibilidade que se prestem a identificagao de individuos sob tratamento
oncolégico e que sejam susceptiveis ao desenvolvimento de MO. Neste contexto, a
aplicacdo do teste de micronucleo na identificacdo de dano ao epitélio oral pode ser
valiosa ferramenta preditiva do desenvolvimento de mucosite oral. Ainda, a
identificacdo das complicacdes associadas ao tratamento quimioterapico, relacionando
tais dados ao esquema terapéutico, dose, tipo de tumor e estadiamento podem auxiliar
a equipe de atendimento oncoldgico na tomada de decisao e planeamento de medidas
de intervengdo que se antecipem a manifestagao dessas condigdes.

Objetivo Geral

Analisar a frequéncia de células epiteliais orais alteradas em pacientes oncolégicos
submetidos a quimioterapia na Unidade de Alta complexidade em Oncologia (UNACON)
do municipio de Teixeira de Freitas-Bahia.



Objetivos Especificos

1. Realizar levantamento da prevaléncia de mucosite oral em pacientes com diferentes
tipos de tumores. 2. Correlacionar a prevaléncia de mucosite oral em pacientes
submetidos aos diferentes esquemas terapéuticos quimioterapicos. 3. Identificar a
frequéncia de micronucleos na mucosa oral esfoliada correlacionando com o
desenvolvimento de mucosite oral em pacientes oncoldgicos. 4. Avaliar o efeito do uso
de dexametasona sobre a frequéncia de células epiteliais esfoliadas com micronucleo
nos pacientes sob tratamento quimioterapico.

Metodologia

A fim de contemplar os objetivos secundarios 1 e 2 serd realizado o censo dos
prontuarios dos pacientes portadores de neoplasias malignas e que foram submetidos
a tratamento quimioterapico na UNACON de Teixeira de Freitas, Bahia. O niumero de
prontuarios a ser analisados dependera dos critérios de inclusao e exclusao,
apresentados nas respectivas sessdes a seguir. Dessa forma, serdao coletados, dos
prontuarios dos pacientes com tratamento finalizado, dados sobre o tipo de neoplasia,
graduagdo, estadiamento, o esquema quimioterapico proposto (drogas), a dose e a
qguantidade de sessGes a que foram submetidos os pacientes. Para tragar o perfil
socioecondmico da populacdo de estudo, serd preenchida planilha, para registro das
informacdes relacionadas a idade, sexo e situacdo socioeconomica. Os registros
relacionados aos efeitos adversos do tratamento quimioterdpico serdo organizados de
forma temporal em relagdao ao numero de sessdes e a gravidade dessas condi¢des
(efeitos psicoldgicos, perda ponderal, internagdes, gastrectomias, uso de sondas) de
modo a correlacionar o nimero de sessOes, esquema terapéutico e manifestacdes
clinicas indesejadas. Serdo consideradas exclusivamente as informacgdes disponiveis no
prontudrio dos pacientes. Importa reiterar que devido ao caracter retrospectivo deste
objetivo da pesquisa, pede-se a dispensa de TCLE para cumprimento deste objetivo da
pesquisa. Reitera-se que muitos desses pacientes ja vieram a 6bito, além do fato da
UNACON atender a pacientes de vasta area geografica, o que dificulta grandemente a
obtencdo de consentimento dos pacientes que tenham sobrevivido ao tratamento
oncoldgico. A publicagao desses dados indiretos ndao implicard identificacdo dos
pacientes, o que poderia vir a gerar discriminacao ou constragimentos a esses pacientes.
Para contemplar os objetivos 3 e 4, serd realizado um estudo clinico de corte transversal
prospectivo cuja amostra populacional contemplara 50 pacientes portadores de
neoplasias malignas e que ainda nao tenham iniciado o tratamento quimioterapico,
através de livre demanda, provenientes Unidade de Alta Complexidade em Oncologia
(UNACON) do municipio de Teixeira de Freitas, Bahia. Estes paciente serdo submetidos
a exame clinico intraoral para determinagao dos indices de placa visivel (indice de Dean),
sangramento gengival (PSR) e CPOD dos participantes do estudo. Os valores numéricos
correspondentes a tais indices serdo registrados em odontograma simplificado. Serdo
registrados, em exames semanais, quaisquer alteragdes em mucosa, como mucosite,
bem como lesdes de candidiase pseudomembranosa na sessao inicial de QT e também
nos ciclos finais da quimioterapia. Ha que se registrar que a proponente da pesquisa é
cirurgia- dentista. Serdo recrutados de 50 pacientes, por livre demanda, e o grupo
controle sera formado por 15 pacientes saudaveis, sem altera¢des bucais, pareados pelo



género e idade do grupo de pacientes, recrutados da comunidade académica da UFSB-
Campus Paulo Freire. O tamanho amostral justifica-se pela aplicagao da férmula para
andlise de varidvel quantitativa em populagdes finitas, descritas por MIOT (2011),
considerando-se previsao de perda amostras de 10% e valor de significancia de 5%. Os
pacientes que manifestarem mucosite oral e fizerem uso de dexametasona (0,1mg/mL)
em elixir serdo monitorados quando a expressao de micronucleos, constituindo
subgrupo de pacientes oncolégicos. Poderdo ser realizados registros fotograficos das
lesdes orais de mucosite ou das complicacdes decorrentes do tratamento. Serdo
fotografadas apenas e somente as lesGes, e quaisquer caracteristicas que possam
identificar ou discriminar os pacientes (como por exemplo, adornos bucais ou nasais,
tatuagens, restauragdes dentdrias ou proteses) serdo mascaradas através de recursos
de desfoque pontual, de modo a ndo permitir a identificar do paciente. Obtengao e
preparo do material para estudo citolégico:0 material destinado a analise citoldgica serd
coletado na primeira e ultima sessdao de QT, através de raspagem gentil da mucosa jugal
(bochechas) e assoalho bucal com escova citobrush. O local da coleta poderd ser a sala
de quimioterapia (que possui cortinas que individualizam as poltronas) ou consultério
de enfermagem, caso o paciente indique qualquer constrangimento durante a coleta.
Serdo realizados esfregacos do material obtido em Iamina de vidro limpa na qual sera
disposta uma gota de soro fisioldgico estéril (NaCl a 0,9%). As laminas com o material
coletado secardo a temperatura ambiente e, apds esta etapa, serao fixadas em solugao
de metanol/acido acético na concentragdo de 3/1. As laminas serdo levadas para o
laboratdrio de microscopia da Universidade Federal do Sul da Bahia onde serdo
analisadas. Transcorridas 24 horas serd realizada hidrdlise em solugdo de 4acido
cloridrico (5N) por 15 minutos seguindo-se lavagem em 4gua destilada por trés vezes. A
coloragao sera feita utilizando o reativo de Schiff e a contra-coloragao com Fast Green a
1%. As laminulas serdo montadas com resina de balsamo para montagem histoldgica. O
laboratério possui a infraestrutura necessaria a analise citoldgica.Analise microscopica:
Toda a andlise citoldgica serd realizada em microscépio 6ptico (200x), em até 48h apds
o preparo da amostra, em teste cego em relacdo aos dados obtidos no questionario.
Serdo analisadas 2.000 células por amostra. Serao adotados os critérios de identificagdao
de microntcleo ora descritos por Tolbert et al. (1992). Segundo esses autores, deverdo
ser considerados micronucleos estruturas arredondadas e distintamente separadas do
nucleo, com limites bem definidos, medindo cerca de 1/3 a 1/5 do tamanho do ntcleo
e apresentando em relacdo a este estrutura cromatina e coloracdo similares. Ainda,
deverdo ser identificadas as células com alteragdes nucleares degenerativas indicativas
de apoptose: cariorréxis, cromatina condensada e picnose. Os dados deverdao ser
registrados em relagao ao numero de células com citoplasma integro por campo a ser
analisado. Descarte das amostras: Imediatamente apds a analise citoldgica, as amostras
serao descartadas em caixas para coleta de material pérfuro-cortante presente no
labortadrio da UFSB. Esta informacao foi incluida no TCLE, conforme pendéncia gerada
pelo CEP em 04 de setembro de 2019. Analise estatistica: Os resultados serdo
consolidados e realizados testes de associacdo para identificacdo dos parametros
modificadores do tratamento oncoldgicos.Os dados serdo processados em planilha
Excel 2010 e a analise estatistica sera realizada no programa Statistica versdao 10.0
(StatSoft. Inc., USA). Para a contagem de células, os resultados serdo expressos como
média + erro padrdao médio (EPM) dos resultados obtidos para cada grupo. A analise
estatistica serd realizada aplicando-se o teste adequado a cada ensaio, utilizando o



software Prisma GraphPad (INSTAT software, EUA). Todos os valores serdo considerados
significativos quando p<0,05.

Resultados esperados

Espera-se que os dados obtidos demonstrem uma aumentada frequéncia de
micronucleos em mucosa oral de células epiteliais da mucosa oral de pacientes sob
tratamento quimioterapico. As drogas com maior potencial estomatotdxico poderao
estar associados a maior inducdo de expressdo de micronucleos. Fatores como condicado
oral ao inicio do tratamento quimioterdpico, perda ponderal e manifestacdo de
candidiase oral podem influenciar a frequéncia dos micronucleos. Ainda, deseja-se
tracar o perfil das principais complicacbes orais dos pacientes submetidos ao
tratamento quimioterdpico, correlacionando-os com os esquemas terapéuticos
propostos pela equipe oncoldgica.
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