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RESUMO

A mucosite oral € uma complicagdo comum do transplante de células-
tronco hematopoéticas (TCTH) e estd associada a citotoxicidade das drogas
utilizadas durante o regime de condicionamento. Os efeitos debilitantes da
mucosite podem causar aumento da morbidade, aumento do risco de infecgbes
sistémicas e queda de qualidade de vida dos pacientes durante o periodo imediato
pods-condicionamento. Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da mucosite
oral sdo complexos e ainda ndo foram completamente elucidados. E conhecido o
papel da IL-1, IL-6 e do TNF na etiopatogenia da mucosite, como parte do grupo
de agentes desencadeadores do processo inflamatorio, iniciado pela liberacédo de
radicais livres originados a partir da citotoxicidade das drogas quimioterapicas
utilizadas nos esquemas de condicionamento. Variacdes genotipicas, como
polimorfismos, podem contribuir na suscetibilidade individual aos efeitos
secundarios do tratamento antineoplasico. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar retrospectivamente a influéncia dos polimorfismos [IL1B-511C/T,
IL1B+3953C/T, IL1RN VNTR intron 2, TNF-308G/A e IL6-174G/C na mucosite
oral, situacdo final e sobrevida pdés-TCTH. A analise dos polimorfismos foi
realizada através de reacdes de PCR utilizando DNA genbémico obtido de
amostras de sangue periférico de 55 pacientes submetidos ao transplante de
células-tronco hematopoéticas alogénico e autdlogo. Os resultados demonstraram
correlacao entre o polimorfismo no gene IL1B+3953C/T e a gravidade da mucosite
oral. Os pacientes que expressaram os genétipos IL1B+3953TT e IL1B+3953CT,
desenvolveram mucosite oral grave. Ao avaliar apenas os pacientes submetidos
ao TCTH alogénico, essa relacao foi mantida, contudo, nao foi estatisticamente
significante. Os resultados também revelaram que pacientes com mucosite oral
grave apresentavam menor sobrevida poés-transplante e maior mortalidade em
relagdo aos pacientes com mucosite leve a moderada. Adicionalmente, os
resultados deste estudo demonstraram que a presenca dos gendtipos
IL1B+3953TT e IL1B+3953CT, associados com mucosite oral grave também

estavam relacionados com maior mortalidade e menor sobrevida global pés-
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TCTH. Concluindo, os resultados deste trabalho demonstraram a correlacao do
polimorfismo no gene IL1B+3953C/T com a gravidade da mucosite oral, situacdo
final e sobrevida p6s-TCTH.

Palavras chave: Mucosite oral, Transplante de células-tronco hematopoéticas,
Interleucinas, Polimorfismos.
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ABSTRACT

Mucositis is a frequent complication of high-dose chemoradiotherapy regimens
commonly used as conditioning therapy before hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT). The debilitanting effects of mucositis can result in impair
quality of life and increase the risk of sepsis in patients submitted to HSCT. The
mechanisms involved in the pathobiology of oral mucositis are complex and has
not been fully elucidated. lts well known the role of IL-1, IL-6 and TNF in
pathogenesis of mucositis, as part of the group of agents triggering the
inflammatory process, initiated by free radicals arising from the toxicity of
chemotherapy drugs used in conditioning regimens. Genotypic variations, such as
polymorphisms, can contribute to individual susceptibility to side effects of
anticancer treatment. Thus, the goal of this study was to evaluate retrospectively
the influence of polymorphisms IL1B-511C/T, IL1B+3953C/T, IL1RN VNTR, TNF-
308G/A e IL6-174G/C in oral mucositis and survival post-HSCT. The analysis of
polymorphisms was performed by PCR reactions using genomic DNA extracted
from peripheral blood samples from 55 patients undergoing autologous and
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. The results showed a
significant correlation between IL1B+3953C/T polymorphism and severity of oral
mucositis. Patients who expressed the genotypes I[L1B+3953TT and
IL1B+3853CT, developed severe oral mucositis. When only the patients
undergoing allogeneic HSCT were evaluated, this relationship was maintained,
although not statistically significant. The results also reveled that patients with
severe oral mucositis had a lower overall survival after transplantation and
increased mortality compared to patients with mild to moderate mucositis. This
study showed an association between IL1B+3953TT and IL1B+3953CT genotypes
and higher mortality and lower overall survival after HSCT. In conclusion, our
results demonstrated the correlation of IL1B+3953C/T polymorphism with oral

mucositis severity and survival after HSCT.



Key words: Oral mucositis, Hematopoietic stem cell transplantation, interleukins,
polymorphisms.
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1. INTRODUCAO

Transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) é uma modalidade
terapéutica utilizada no tratamento de diversas doencas onco-hematoldgicas
(Pasquini, 2001). Pacientes submetidos ao TCTH geralmente desenvolvem
complicagdes bucais resultantes da citotoxicidade das drogas utilizadas durante o
regime de condicionamento. Dentre essas, a mucosite oral é a mais frequente e
estd associada ao aumento da morbidade, aumento dos riscos de infeccdes
sistémicas, e também esta relacionada ao maior tempo de internacdo dos
pacientes, com consequente aumento do custo do tratamento (Bellm et al., 2002).
Além disso, a literatura mostra que a ocorréncia de mucosite ulcerativa grave esta
associada com a reducao da sobrevida em 100 dias dos pacientes submetidos ao
TCTH (Sonis et al., 2001).

A fisiopatologia da mucosite € complexa, e envolve a ativacdo de citocinas
pré-inflamatérias e fatores de transcricao, em particular o fator nuclear kB (NF-xB).
Esse fator de transcricdo é ativado em resposta as drogas utilizadas durante o
regime de condicionamento, e leva a producado de citocinas pro-inflamatérias,
incluindo a interleucina 1 (IL1), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral
(TNF). A superproducao destas interleucinas resulta em danos ao epitélio e tecido
conjuntivo, levando a perda da integridade tecidual, culminando com o quadro
clinico denominado mucosite (Sonis et al., 2002).

Sao varios os fatores que podem influenciar no desenvolvimento e na
gravidade da mucosite oral. Fatores genéticos, como os polimorfismos génicos,
foram descritos como adjuvantes na etiopatogenia da mucosite. Alguns trabalhos
na literatura relacionaram o polimorfismo na enzima 5,10 metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) com mucosite oral grave, em pacientes submetidos ao TCTH
(Ulrich et al., 2001; Gemmati et al., 2007; Tantawy et al., 2010). O Unico estudo
que analisou a relacao de polimorfismos em genes de citocinas com a mucosite
oral demonstrou que apenas o polimorfismo no gene TNF estava associado com
esta complicacao (Sakamoto et al., 2006). Contudo, esse trabalho foi realizado em

pacientes com tumores sélidos e, consequentemente, com esquemas terapéuticos



distintos daqueles utilizados no TCTH. Os polimorfismos nos genes de citocinas
também tém sido associados com outras complica¢des p6s-TCTH, como a doenca
do enxerto contra o hospedeiro (DECH), recidiva da doenca de base e aumento na
mortalidade (Ishikawa et al., 2002; MacMillan et al., 2003; Visentainer et al., 2008).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos
polimorfismos nos genes IL1B+3953C/T, IL1B-511C/T, ILTRN VNTR, TNF-308G/A
e IL6-174G/C na mucosite oral p6s-TCTH. Adicionalmente, foi analisada a relacao
destes polimorfismos com a situacao final e sobrevida pds-transplante de células-
tronco hematopoéticas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. MUCOSITE ORAL

A mucosite é uma complicacao frequente, associada com os regimes de
quimioterapia e radioterapia em pacientes com cancer ou que vao ser submetidos
ao transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH) (Scully et al., 2006).

Os pacientes que se submetem ao TCTH geralmente desenvolvem esta
complicacdo em consequéncia da citotoxicidade das drogas utilizadas durante o
regime de condicionamento (Montserrat et al., 2007).

A mucosite pode ocorrer em todo trato alimentar (Keefe, 2006; Peterson et
al., 2006), e ser a causa de variado espectro de sinais e sintomas clinicos, que
pode incluir, ulceragdes orais doloridas, dor abdominal, vémito e diarréia (Pico et
al., 1998; Keefe et al., 2006). A literatura tem demonstrado também que outras
superficies mucosas podem apresentar essa complicagcao, como a mucosa génito-

urindria e a respiratoria (Keefe et al., 2007).

2.1.1. Apresentacao clinica e classificacao

Os sinais e sintomas iniciais da mucosite oral incluem, eritema, edema,
sensagdo de queimagdo e aumento da sensibilidade a alimentos quentes e
condimentados (McGuire et al., 1993; Eisen et al., 1997). Nas &reas eritematosas
podem surgir placas esbranquicadas descamativas que frequentemente progridem
para ulceracdes sangrantes e dolorosas (Sonis, 1998; Sonis et al., 2001).

A fase de eritema se desenvolve tipicamente trés dias apds o transplante e
persiste por aproximadamente trés semanas (Eisen et al, 1997). Embora o
eritema seja observado com maior frequéncia no palato mole, também acomete a
lingua, a mucosa jugal e o assoalho (Peterson, 1984; Eisen et al., 1997).

As ulceracbes desenvolvem em mais de 75% dos pacientes e sao
tipicamente recobertas por membrana fibrino-purulenta. O surgimento das
ulceracdes ocorre em torno de sete a dez dias ap6s o regime de condicionamento,

aumentando o risco de sangramento, dor e comprometimento das fungdes orais



(Eisen et al., 1997). As ulceragdes afetam principalmente o assoalho da boca, a
mucosa jugal, os labios e a lingua (Peterson, 1984; Eisen et al., 1997). As areas
ulceradas podem ser exacerbadas por infec¢cdes secundarias, agravando o quadro
de mucosite (Eisen et al., 1997; Kostler et al., 2001). A resolugdo das Ulceras
ocorre geralmente em duas a trés semanas e coincide com a retomada na
contagem de células brancas (Eisen et al., 1997; Epstein et al., 1999; Lalla et al.,
2008). As lesbes orais comumente desaparecem sem deixar cicatrizes a menos
que a mucosite seja complicada por infeccées secundarias (Kdstler et al., 2001).

A mucosite oral pode ser classificada segundo diferentes critérios, que
podem ter influéncia direta no seu tratamento. As escalas mais utilizadas sao as
da Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization-WHO, 1979),
National Cancer Institute Common Toxicity Criteria-NCICTC (Trotti et al., 2000),
Oral Mucositis Assessment Scale-OMAS e Radiation Therapy Oncology Group-
RTOG (Acute Radiation Moribidity Scoring Criteria). Todas as classificacoes levam
em consideracdo sinais e sintomas como dor, presenca de eritema, ulceracao,

além da perda de fungao e capacidade de alimentacao.

2.1.2. Consequéncias da mucosite oral

A mucosite afeta a qualidade de vida dos pacientes, devido a dor,
dificuldade de comunicacéao e alimentacao (Ruescher et al.,, 1998). Além disso, 0s
riscos de febre e infeccdo sistémica aumentam em pacientes com essa
complicacao (Classen et al., 1990; Rapoport et al., 1999; Scully, 2003). No periodo
de mielossupressao, que ocorre durante o TCTH, a mucosite predispbe a
septicemia, infeccdes bacterianas e fungicas (Classen et al., 1990; Rapoport et al.,
1999).

A mucosite oral também esta associada com um maior periodo de
internacdo hospitalar e reducao da sobrevida apds o transplante de células-tronco
hematopoéticas (Sonis et al, 2001). Adicionalmente, a presenca de mucosite
causa um aumento nos custos do tratamento, sendo que, receptores de TCTH que

desenvolvem mucosite, necessitam de mais antibidticos, opidides e nutricao



parenteral quando comparados aos pacientes que nao apresentam esta
complicacao (Scully, 2003).

2.1.3. Fisiopatologia da mucosite oral

Historicamente, o efeito citotéxico direto da quimioterapia ou da radioterapia
na camada basal do epitélio era visto como o principal mecanismo envolvido no
desenvolvimento da mucosite oral (Spijkervet et al., 1991; Stiff, 2001). Acreditava-
se que em funcdo da alta taxa de replicacao celular, as células epiteliais eram
particularmente vulneraveis aos efeitos danosos do tratamento antineoplasico.
Com o desenvolvimento de estudos em modelos animais, a fisiopatologia da
mucosite comegou a ficar mais clara, demonstrando ser este um processo
complexo que envolve todos os componentes da mucosa, incluindo além do
epitélio, o tecido conjuntivo (Sonis et al., 1990).

Estudos subsequentes revelaram que as células endoteliais sao as
primeiras a demonstrarem os danos causados tanto pela quimioterapia como pela
radioterapia, antes mesmo de quaisquer sinais detectaveis no epitélio (Menendez
et al., 1998; Sonis et al., 2002).

Em 1998, Sonis propds um modelo de quatro fases para a descricao da
fisiopatologia da mucosite (Sonis, 1998):

1. A fase inflamatéria ou de reagao vascular ocorre apdés a exposicao aos
agentes quimioterapicos e/ou a radioterapia. Nesta fase ocorre a liberacdo de
citocinas inflamatérias, como a interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral
(TNF), com exacerbacéao da resposta tecidual.

2. A fase epitelial se deve a uma resposta do epitélio as drogas utilizadas
durante o tratamento. As células da mucosa em divisdo sao afetadas, levando a
uma reducao na renovacao celular.

3. A fase ulcerativa é uma consequéncia da atrofia epitelial e é facilitada
pelo atrito a mucosa oral.

4. A fase de cicatrizacao das lesdes esta relacionada com a retomada na

renovacao e diferenciacao celular.



Em 2004, a mucosite passou a ser descrita como um complexo processo
biolégico, que ocorre em cinco fases (Sonis, 2004):

1. Fase da iniciacao: essa fase ocorre imediatamente apds a exposicao as
drogas citotdxicas e resulta em danos diretos aos componentes da mucosa pela
producdo de radicais livres de oxigénio (reactive oxygen species-ROS). Essas
moléculas altamente reativas sdo produtos do metabolismo do oxigénio e podem
causar danos celulares nos tecidos e vasos sanguineos.

2. Fase da super-regulacdo via geracdo de mensageiros: nesta etapa
ocorrem multiplos eventos simultaneamente. Os radicais livres causam destruicao
do DNA levando a morte celular. Além disso, ocorre a ativacdo dos fatores de
transcricdo, em particular do fator nuclear kB (NF-«xB). Esse fator de transcricéo é
ativado em resposta a quimioterapia e a radioterapia e € responsavel pela super-
regulacédo de cerca de 200 genes que possuem efeitos na integridade da mucosa,
através da indugdo da morte celular e danos teciduais nao limitados ao epitélio
(Sonis et al., 2004). A ativacdo do NF-xB resulta na producao de citocinas proé-
inflamatérias, incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina 1
beta (IL-1B) e a interleucina 6 (IL-6) (Sonis et al., 2002). A presenga dessas
substancias foi demonstrada em mucosas e em amostras de sangue periférico de
pacientes em tratamento antineoplasico (Hall et al., 1995). Estas citocinas levam a
danos no tecido conjuntivo e endotélio, através da sinalizagdo epitélio-
mesénquima e reducdao na oxigenacao epitelial (Sonis, 2004). Outras proteinas
biologicamente ativas, como a ciclooxigenase 2 (COX-2) sao super-reguladas e
iniciam uma cascata inflamatéria levando a ativacdo de metaloproteinases de
matriz, que potencializam os danos teciduais (Sonis et al., 2002, Yasuda, 2006).
As enzimas esfingomielinase e ceramida sintetase, que catalisam a sintese da
ceramida sao também ativadas. A via da ceramida esta associada com apoptose
das células da submucosa e da camada basal do epitélio. Além disso, a quebra da
fibronectina leva a ativacdao dos macréfagos e a leséo tecidual subsequente que é
mediada por metaloproteinases de matriz e producéao adicional de TNF-a. (Sonis,
2004).



3. Fase da sinalizacdo e amplificacdo: nessa terceira fase, em
consequéncia da liberagdo dos mediadores inflamatérios, ocorre uma série de
feedback positivos que servem para amplificar e prolongar a destruicdo tecidual
por meio dos seus efeitos nos fatores de transcricdo e na via da ceramida. Desta
forma ocorre estimulo génico com aumento na producao de citocinas inflamatérias
(Figura 1).

4. Fase ulcerativa: é resultante da ruptura do epitélio acompanhada por
colonizacdo bacteriana. Nessa fase, o paciente pode apresentar dor oral e
possivelmente sintomas abdominais, aumentando assim, o risco de infeccédo
sistémica. O papel da colonizagdo bacteriana no agravamento da mucosite se da
pela amplificagdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias, aumentando assim,
os danos teciduais (Sonis, 1998). Foi demonstrado que a presenca de colbnias
bacterianas na mucosa danificada estimula diretamente a expressdao de NF-kB
resultando na producéo de citocinas (Sonis et al, 2004).

5. Fase da cicatrizacdo: também denominada de fase da restauragdo é
iniciada pela ativacdo da matriz extracelular no processo de regeneracao tecidual.
Apesar da aparente cicatrizagdo, estudos ultra-estruturais e histolégicos
evidenciam que as estruturas da mucosa permanecem alteradas por um longo
periodo de tempo apods o término do tratamento antineoplasico (Gibson et al.,
2006; Logan et al., 2007).

Com o melhor entendimento da fisiopatologia da mucosite, novos
tratamentos preventivos estdo sendo desenvolvidos, com o objetivo de reduzir a

gravidade e a duracao desta complicacéo (Treister & Sonis, 2007).
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Figura 1. Esquema da fisiopatologia da mucosite oral. Adaptado de Sonis et al., 2004.

2.1.4. Epidemiologia e fatores de risco

A mucosite oral pode ocorrer em cerca de 80% a 100% dos pacientes
submetidos aos tratamentos chamados de “alto-risco” para o desenvolvimento de
toxicidade oral, como a radioterapia na regiao de cabeca e pescoco e regimes de
condicionamento pré-transplante de células-tronco hematopoéticas (Pico et al.,
1998; Keefe et al., 2000).

A incidéncia de mucosite varia significantemente entre os diferentes
regimes e modalidades de tratamento adotadas. As drogas que possuem maior
capacidade de desencadear mucosite sao: bleomicina, citarabina, metotrexato
(MTX), fluorouracil, floxuridina, hidroxiuréia, vinblastina e vincristina (Burt et al.,
1998). Os pacientes em tratamento com fluorouracil e cisplatina desenvolvem
mucosite em 90% dos casos (Chi et al, 1995). Em contraste, asparginase e
carmustine estdo associadas com uma baixa incidéncia desta complicacao

(Symonds, 1998). A radiacao associada a quimioterapia aumenta os danos a



mucosa oral (Keefe et al., 2004). Nos regimes de condicionamento que associam
a radiacao corporal total, as taxas de mucosite graus 3 e 4 sdo observadas em
mais de 60% dos casos, ja nos regimes sem radiacdo, as mesmas taxas sao
encontradas em 30-50% dos casos (Sonis et al., 2004).

Apesar do regime de condicionamento ser o principal fator de risco
relacionado com o desenvolvimento da mucosite, a presenca desta complicacao
parece depender de outros fatores como: idade, género, raga, doenca de base,
fonte de células progenitoras, utilizacado de fatores de crescimento de medula,
entre outros (Wardley et al., 2000; Lalla et al., 2008).

Um estudo descrito previamente demonstrou aumento na prevaléncia de
mucosite em criancas, enquanto outros trabalhos, ao contrario, descreveram uma
maior prevaléncia e gravidade da mucosite em pacientes mais velhos (Sonis et al.,
1978; Rocke et al., 1993; Mc Carthy et al., 1998). De forma similar, existem
evidéncias conflitantes em relacdo ao papel do género sobre o risco de
desenvolver mucosite, com alguns estudos demonstrando um aumento desta
complicacdo em mulheres e outros uma diminuicdo ou falta de correlagdo com
este fator (Rocke et al., 1993; Zalcberg et al., 1998; Vokurka et al., 2006; Lalla et
al., 2008).

Sonis (1998) observou que pacientes da mesma idade, tendo 0 mesmo tipo
de doenca, condicdo bucal equivalente e recebendo a mesma dose e tipo de
quimioterapia ndo desenvolviam mucosite na mesma frequéncia. Esse achado
demonstrou que a variabilidade genética pode contribuir para diferencas na
frequéncia e na gravidade da mucosite oral.

Tem sido relatado que variacbes genotipicas podem contribuir para a
suscetibilidade individual aos efeitos secundarios do tratamento antineoplasico
(Coleman, 1999; Trenz et al, 2002). Estima-se que fatores genéticos sao
responsaveis por 80% da variagcdo entre pacientes submetidos a este tipo de
tratamento (Turesson et al., 2001).

Os polimorfismos génicos estao associados com maior suscetibilidade aos
danos causados pela quimioterapia (Gemmati et al., 2007). Certos polimorfismos,



relacionados com variacbes no metabolismo enzimatico de algumas drogas
quimioterapicas, podem influenciar no desenvolvimento de toxicidades apo6s o
tratamento antineoplasico (Van Kuilenburg et al., 2000; Gemmati et al., 2007).
Ulrich e colaboradores (2001) demonstraram que polimorfismo na 5,10
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), enzima que metaboliza o folato, alvo
de medicamentos como metotrexato (MTX), pode aumentar a gravidade da
mucosite oral em pacientes tratados com MTX para preveng¢ao de DECH apoés o
TCTH.

Estudos anteriores relataram que os niveis de citocina no soro aumentam
durante a quimioterapia e que a producado dessas substancias € influenciada por
polimorfismos génicos (Ferra et al., 1998; Higuchi et al., 1998). Sakamoto et al.,
(2006) avaliaram a relac&o de polimorfismos em genes de citocinas e a toxicidade
apds quimioterapia com 5-fluorouracil e cisplatina em 100 pacientes tratados para
neoplasia gastrointestinal. Os autores constataram através de uma analise
multivariada, que este tipo de variagdo genética pode ser um importante fator
preditivo de toxicidade. Os resultados deste trabalho demonstraram uma
significante correlagao entre o genétipo TNFA-1031TT e a presenca de mucosite
oral. Conforme este estudo, polimorfismos em genes de citocinas podem
representar um fator de risco adicional para o desenvolvimento desta complicagéo.
Assim, estudos adicionais sdo importantes para confirmar o papel dos

polimorfismos em genes de citocinas na mucosite oral.

2.2. CITOCINAS E POLIMORFISMOS GENICOS

As citocinas sao proteinas ou glicoproteinas solUveis que controlam ou
modulam as atividades das células alvo, através da ligacdo com receptores
especificos (Liles & Van Voorhis, 1995; Vilcek, 2003; Smith & Steve, 2009). Estas
substancias sdo produzidas principalmente pelos macréfagos e leucécitos, mas
muitas citocinas sao também sintetizadas por outras células, como as endoteliais
e os fibroblastos (Abbas & Pober, 2000).
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As citocinas podem ser classificadas segundo suas a¢oes ou propriedades
em: pré-inflamatérias ou anti-inflamatérias (Remick, 2003). As citocinas pro-
inflamatérias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a e IFN-y) ativam o processo
inflamatério, auxiliando na eliminacao de patégenos e na resolucéo da inflamacéo.
Ja as citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B) reduzem a resposta
inflamatéria por meio da diminuicao das citocinas pré-inflamatérias e da supressao
da ativacao de monécitos (Remick, 2003).

Os niveis de citocinas basais e estimulados variam entre os individuos, e
tanto fatores genéticos quanto ambientais influenciam esse padrdo de secrecao.
Os polimorfismos em regides promotoras dos genes das interleucinas podem
causar diferencas interindividuais na producao dessas substancias (Wilson et al.,
1997; Pravica et al., 1999; Visentainer et al., 2008). Um grande numero de
polimorfismos génicos tem sido identificado nos genes das citocinas, sendo que
varios estudos demonstram associacdo destes polimorfismos com um efeito
protetor ou uma maior predisposicdo ao desenvolvimento de doencas (Tolusso et
al., 2006; Saenz-Lépez et al., 2008; Guerreiro et al., 2009).

Polimorfismo génico € definido como a presenca de multiplos alelos para
um determinado gene, devido a alteragdes na sequéncia de nucleotideos. Os
polimorfismos diferem da mutagdo pela frequéncia em que aparecem na
populacdo, que deve ser maior que 1% (Nelson, 2001; Vandenbroeck & Goris,
2003).

Os polimorfismos podem ocorrer de trés formas principais: polimorfismos de
troca de nucleotideo Unico, numero variavel de repeticoes em tandem ou
microssatélites.

Os polimorfismos de troca de nucleotideo Unico (single nucleotide
polymorphisms-SNP) representam uma variagdo na sequéncia de DNA que ocorre
qguando um unico nucleotideo difere entre os membros de uma mesma espécie.
Este tipo de polimorfismo € mais frequente que o VNTR e o microssatélite, e
apresenta-se uniformemente distribuido por todo o genoma. Os SNPs podem
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afetar a transcricdo génica, a estabilidade do RNA e até mesmo a codificacao de
proteinas (Takashiba & Naruishi, 2000; Thompson et al., 2002; Nielsen, 2004).

O numero variavel de repeticdes em tandem (variable number of tandem
repeats-VNTR) é uma classe especial de polimorfismos, e resulta da insercao em
tandem de mudltiplas copias de uma sequéncia de DNA com 10 a 100 pares de
bases de tamanho.

Os polimorfismos de microssatélites sao trechos de DNA que consistem de
unidades repetidas de dois, trés ou quatro nucleotideos (Thompson et al., 2002).

A grande maioria dos polimorfismos encontrados em genes de citocinas e
seus receptores estao localizados em regides promotoras, regides intrénicas ou
em regides 3’ do gene, regides estas nao traduzidas, mas que mesmo assim
podem influenciar na expressao ou na funcao de um gene (Jin et al., 2004; Chen
et al., 2005).

2.2.1. Interleucina 1 (IL-1)

Existem trés membros da familia da IL-1, a IL-1a, a IL-1B e a IL-1RA
(antagonista do receptor). Dois tipos de receptores sdo encontrados em humanos:
o tipo | (IL-1RI), que tem a capacidade de traducao do sinal da IL-1, e o tipo Il (IL-
RIl) que nao traduz sinal de ligagdo, comportando-se como um “depésito” de IL-1
(Dinarello, 1996; Dinarello, 1997).

A IL-1B € codificada por um gene de 7.5 Kb, com 7 éxons, localizado no
cromossomo 2913, préximo aos genes que codificam as IL-1a e IL-1RA
(Shirakawa et al., 1993; Nicklin et al,, 1994). Juntamente com o TNF, a IL-1
exerce uma importante funcdo na ativagdo da via do NF-xB, fator de transcricao
associado com a fisiopatologia da mucosite (Dinarello, 2000; Sonis 2004). Além
disso, também foi demonstrado que IL-1B exerce um importante papel na fase de
cicatrizacdo desta complicacao (Blijlevens & Sonis, 2007; Logan et al., 2007).

Varios polimorfismos bialélicos tém sido descritos para o gene IL1B (Chen
et al., 2006; Smith & Humphries, 2009). Os mais estudados sédo o /L1B-511C/T
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localizado na regidao promotora do gene, e o IL1B+3953C/T localizado no quinto
éxon, e renomeado posteriormente por Bensen et al. (2003) como 4336C/T (di
Giovine et al., 1992; Pociot et al., 1992). O alelo polimérfico com T ao invés de C
na posigao -511 do gene da /LB tem sido associado com um aumento na
producao de IL-1B (Smith & Humphries, 2009). Com relagdo ao polimorfismo no
gene IL1B+3953C/T, foi previamente demonstrado que macrofagos derivados de
individuos com o gendétipo 3953TT tendem a apresentar uma maior producédo de
IL-1B quando comparados aos de individuos com o gendtipo 3953CC (Pociot et
al., 1992). Adicionalmente, foi demonstrado que os niveis de IL-1f no soro séo
maiores com o genétipo 3953TT. O polimorfismo no gene IL1B+3953C/T tem sido
associado com varias doengas imunes e infecciosas (Kornman et al., 1997; Gore
et al., 1998; Tolusso et al., 2006).

A IL-1RA é uma citocina anti-inflamatéria transcrita pelo gene IL1RN. Este
gene contém quatro éxons, embora trés variantes intracelulares tenham sido
previamente identificadas, contendo cinco ou seis éxons (Smith & Humphries,
2009). A IL-1RA esta estruturalmente relacionada com a IL-1a e a IL-1f, e
compete com essas moléculas pela ligagcdo aos receptores de superficie da IL-1.
Assim, a IL-1RA atua como um inibidor competitivo, modulando os efeitos danosos
da interleucina 1 beta. (Tarlow et al., 1993). A expressao da proteina IL-1RA tem
sido amplamente investigada em varias doencas humanas, ndo apenas nas
doencas inflamatérias e imuno mediadas, mas também nas neoplasias malignas
(Dinarello, 1998; Arend, 2002; Witkin et al., 2002; Sakamoto et al., 2006).

O gene ILT1RN possui um importante polimorfismo relacionado com o
namero de repeticoes de uma sequéncia de 86 pares de bases (86pb) na regido
do intron 2. O numero de repeticoes varia entre as diferentes etnias e populagdes
geograficas (Hu et al., 2006). Seis padroes ja foram definidos: alelo 1 (IL1RN*1)
com 4 repetigbes, alelo 2 (ILTRN*2) com 2 repeticdes, alelo 3 (IL1RN*3) com 5
repeticbes, alelo 4 (IL1TRN*4) com 3 repeticbes, alelo 5 (IL1RN*5) com 6
repeticdes e finalmente um padrdo descrito somente uma vez numa populacédo

caucasiana britanica, denominado alelo 0 (/L71RN*0), com somente uma cépia de
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fragmento de repeticdo (Tarlow et al., 1993; Vamvakopoulos et al., 2002). O
namero de repeticbes apresenta uma importante relevancia funcional, uma vez
que esta sequéncia apresenta sitios potenciais de ligacdo para fatores de
transcricao (Tarlow et al., 1993) .

Em um estudo realizado previamente, Danis et al. (1995) avaliaram o efeito
do polimorfismo ILRN VNTR sobre a secrecao de IL-1RA por mondcitos derivados
de amostras de 34 individuos. Neste estudo o alelo /L 1RN*2 foi associado com um
aumento na secrecao de IL-1RA e uma menor producéo de IL-1a. Os autores nao
encontram associagao do gendtipo ILTRN com os niveis de IL-1p. Entretanto, um
estudo utilizando modelo in vitro, demonstrou que o alelo IL1RN*2 estava

relacionado com um aumento na secre¢ao desta interleucina.

2.2.2. Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 é uma citocina pleiotropica produzida por uma ampla variedade de
células como: linfocitos, fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e algumas
células tumorais (Kishimoto et al, 1995; Naka et al., 2002). Esta citocina é
responsavel pela diferenciacdo terminal de células B em plasmocitos e pelo
aumento na secrecao de imunoglobulinas especificas pelos linfécitos B. Também
foi demonstrado que a IL-6 estimula a proliferacao de plasmocitos. Assim, esta
citocina esta diretamente relacionada a producdo de anticorpos e a resposta
imune humoral (Kishimoto et al., 1995; Barton, 1997).

A producéao de IL-6 é induzida por TNF, que de forma oposta, é fortemente
inibido por IL-6, formando um “feedback” negativo que inibe a ativagdo da cascata
de citocinas pro-inflamatérias (Ferra et al.,, 1998). Desta forma, a IL-6 apresenta
tanto efeitos proé-inflamatérios como anti-inflamatérios (Moller & Villiger, 2006).
Tem sido demonstrado que a IL-6 pode induzir a ativacdo do NF-kB, sendo
através desse fator de transcricdo, que esta interleucina exerce seus efeitos
bioldgicos, bem como a indugédo de doengas inflamatérias (Wang et al., 2003).

A regulacdo da excrecdo de IL-6 pode estar associada a estimulos
indutores desencadeados pelo TNF e IL-1 ou por controles genéticos como
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polimorfismos em sequéncias génicas. O gene da interleucina 6 humana (IL6)
contém quatro éxons e quatro introns e estd mapeado no braco longo do
cromossomo 7 (regido 7p21) (Fishman et al., 1998). Um dos polimorfismos mais
estudados no gene da IL-6 foi descrito por Olomolaiye et al., 1998. O polimorfismo
IL6-174G/C localiza-se na regiao promotora do gene /L6 e envolve a troca de uma
guanina (G) por uma citocina (C) (Fishman et al., 1998). Tem sido demonstrado
que o alelo IL6-174G esta relacionado com maiores niveis de expressao protéica.
Tanto individuos homozigotos como heterozigotos para alelo [L6-174G
apresentam maior atividade transcricional do gene /L6, bem como, maiores niveis
de expressdo de IL-6 no plasma, quando comparados com individuos
homozigotos para o alelo IL6-174C (Fishman et al., 1998). Contudo outros estudos
relacionam o alelo /IL6-174C a maiores niveis de expressdo de IL-6 (Brull et al.,
2001).

O polimorfismo do gene da IL-6 esta associado a véarias doencgas, como,
diabetes mellitus tipo Il, mieloma mudltiplo, carcinoma de mama, entre outras
(Mazur et al., 2005; Huth et al., 2006; Slattery et al., 2008). O gendtipo IL6-174GG
foi associado com doenca periodontal mais agressiva em uma populacdo
brasileira (Trevilatto et al., 2003). Adicionalmente o polimorfismo IL6-174G/C tem
sido relacionado com DECH (doenca do enxerto contra o hospedeiro), sendo que
pacientes portadores do alelo G e que receberam transplante de doadores
homozigotos para este alelo desenvolveram DECH aguda com maior frequéncia
(Cavet et al., 2001).

2.2.3. Fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)

O TNF-a é uma citocina pleiotropica que exerce importantes atividades pré-
inflamatérias (Carswell et al., 1975). Esta citocina é codificada pelo gene TNF, que
esta localizado junto a regido de codificacao do complexo de histocompatibilidade
maior (MHC-regiao classe lll) (Beutler & Cerami, 1986). O TNF-a € secretado na
fase inicial do processo inflamatério e esta associado com a ativagdo de outras
interleucinas, como a IL-1, a IL-6, além de outros mediadores (Makhatadze, 1998;
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Hoffstedt et al.,, 2000). O TNF-a € produzido principalmente por mondcitos e
macrofagos, embora outras células como, linfécito B e T também secretem esta
citocina (Vassali, 1992).

Existem dois receptores para o TNF, o TNF-RI que esta expresso em todos
os tipos celulares, e o TNF-RIl expresso somente em células imunes ou
endoteliais. A interacdo do TNF com TNF-RI é responsavel por varios eventos
celulares incluindo a ativacao de caspases que leva a apoptose, bem como, a
ativacado de NF-xB. A sinalizacao via TNF-RIl € menos caracterizada, mas sabe-se
que esse receptor ndo esta associado a apoptose (Mocellin et al., 2005).

Clinicamente, tem sido demonstrado um aumento de TNF no soro de
pacientes submetidos ao TCTH, sendo que esse evento precede o
desenvolvimento de complicagdes relacionadas ao transplante (Takahashi et al.,
2000; Logan et al., 2007). Adicionalmente, a inibicdo de TNF utilizando agentes
como o pentoxifileno, droga que inibe a sintese de citocinas, reduz a presencga de
toxicidades ndao hematologicas relacionadas ao TCTH (Bianco et al.,, 1991). Com
relagdo a mucosite, varios estudos em modelo animal e humano tém demonstrado
uma reducdo na ocorréncia e gravidade da mucosite ap6s o tratamento com
inibidores de TNF (Bianco et al., 1991; Ferra et al., 1997). Além disso, tem sido
relatado que isolados de Streptococcus viridans sao capazes de induzir a
producéo de TNF por macréfagos em modelo murino. Como essas bactérias sao
comensais na flora do trato aerodigestivo, a indugcdo de TNF por esses
microorganismos parece ser importante na fase de ulceracdo da mucosite,
resultando em maiores danos, em fungédo da producéo adicional de citocinas pré-
inflamatérias (Orlicek et al., 1997; Lima et al., 2005).

Devido ao importante papel do TNF como citocina pré-inflamatoria,
multiplos polimorfismos de troca de nucleotideo foram estudados no gene TNF,
incluindo os localizados nas posicoes: -238, -308, -376, -857, -863, -1031, +252 e
+489 (Smith & Humphries, 2009). O polimorfismo mais comumente estudado no
gene TNF é o -308G/A, também conhecido como TNF1/2. Este SNP esta
localizado na regido promotora do gene na posicdo -308, e define dois alelos
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possiveis. O TNF-308A1 que apresenta uma guanina (G), forma mais frequente, e
o TNF-308A2 que possui uma adenina (A) forma menos frequente. O gendtipo
menos frequente (TNF-308A2) parece estar associado a uma maior atividade,
levando a aumento dos niveis séricos de TNF-a frente a estimulos (Wilson et al.,
1992; Wilson et al., 1997; Takahashi et al., 2000; Smith & Humphries, 2009).

O polimorfismo TNF-308G/A tem sido associado com a ocorréncia e/ou
predisposicao a varias enfermidades, como, cancer de pulmao, lipus eritematoso
sistémico, doenca periodontal, entre outras (Zuniga et al., 2001; Qian et al., 2002;
Shih et al, 2006). Sakamoto et al. (2006) demonstraram uma significante
correlacdo entre o polimorfismo no gene TNF-1031 e a mucosite oral. Contudo,
s80 necessarios estudos adicionais para confirmar a relagcdo dos polimorfismos no

gene TNF com esta complicagao.

2.3. TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS
O transplante de células-tronco hematopoéticas é uma modalidade
terapéutica que visa enxertar células progenitoras hematopoéticas, com o objetivo
de corrigir um defeito quantitativo ou qualitativo da medula éssea (Pasquini, 2001).
O TCTH tem sido utilizado no tratamento de doencas hematoldgicas
malignas e ndo-malignas, e também no tratamento de tumores sélidos, como

demonstra a Tabela 1 (Pasquini, 2001).

2.3.1. O TCTH pode ser classificado:

Quanto ao tipo de doador em:

e Alogénico: entre individuos diferentes, aparentados ou nio.

e Singénico: entre individuos geneticamente idénticos (gémeos univitelinos).

e Autélogo: a fonte de obtencao de células-tronco é o proprio paciente
(Dulley, 1996; Forester, 1998; Pasquini, 2001).

Quanto ao grau de parentesco em:

e Aparentando: entre parentes de primeiro grau.
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N&o aparentado: ndo ha vinculo familiar de primeiro grau, mas ha

semelhancgas no HLA (antigenos leucocitarios humanos) (Pasquini, 2001).

Quanto a fonte de células progenitoras em:

Medula 6ssea: a coleta é realizada por aspiracao na crista iliaca.

Sangue periférico: mobilizacao de células progenitoras a partir do sangue

periférico através da administracdo de fatores de crescimento ao doador.

Cordao umbilical: através da coleta de sangue diretamente no cordao

umbilical (Pasquini, 2001).

Tabela 1. Indicacdes do TCTH. Adaptado de Pasquine, 2001.

Doencas
hematoldgicas

malignas

Doencas
hematoldgicas

nao-malignas

Tumores solidos

Leucemia mieldide

Leucemia linfocitica

Sindrome
mielodisplasica
Linfoma néo-
Hodgkin

Linfoma de Hodgkin

Mieloma multiplo

Anemia aplastica
severa

Anemia de Fanconi

Hemoglobinopatias

Talassemia tipo
maior

Aplasia congénita
de série vermelha
Hemoglobinuaria
paroxistica noturna
Imunodeficiéncia
severa combinada

Osteopetrose

Sindrome de
Wiskott-Aldrich

Tumor de testiculo

Tumor de mama

Tumor de ovario

Tumor pulmonar de
pequenas células

Neuroblastoma

Tumor de sistema
nervoso central

Outros tumores
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2.3.2. Regime de condicionamento

O condicionamento € realizado previamente ao TCTH através de altas
doses de quimioterapicos isolados ou em diversas combinacdes, podendo ser
ainda associado a irradiacao corporal total (ICT) (Gratwohl, 2008).

Este procedimento tem como objetivo, estabelecer um grau de
imunossupressao suficiente para que o enxerto ndao seja destruido pelas células
imunocompetentes do receptor. Além disso, destruir um numero maximo de
células malignas residuais e células viaveis da medula do receptor, criando
espaco onde a nova medula possa proliferar (Ortega & Neves, 1996).

As drogas utilizadas nesse periodo sdo semelhantes as utilizadas nos
tratamentos para diversas doencas neoplasicas, mas com dosagens diferentes.
Outras drogas, como a ciclosporina, metotrexate e prednisona, sao utilizadas na
prevencao da DECH (Pasquini, 2001).

2.3.3. Complicacoes do TCTH

O TCTH nao esta isento de complicacdes que podem deixar lesbes ou
apresentar consequéncias fatais (Pasquini, 2001).

A maioria das complica¢des ocorre durante os primeiros quatro meses apos
o transplante devido a alteracbes em multiplos érgaos, seja pela toxicidade do
condicionamento, por infeccdes, por disturbios imunoldgicos, por alteracées no
sistema hematopoético ou pelo uso intenso de medicamentos (Dulley, 1996).

Uma importante complicacdo associada ao TCTH é a doencga do enxerto
contra o0 hospedeiro. Esta enfermidade apresenta-se como uma desordem
imunolégica multi-sistémica, que ocorre devido a diferencas nos antigenos de
histocompatibilidade maior e menor entre as células enxertadas e as células do
hospedeiro (Billingham, 1966). Dos pacientes com DECH cr6énica, cerca de 80%
desenvolvem manifestacbes orais, que se apresentam principalmente como,
alteracdes liguendides, eritema, areas de atrofia, hiperqueratose e ulceragéao
(Sanchez-Garcia et al., 2006).
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A mucosite oral € considerada a complicacdo mais debilitante, e tem sido
observada em mais de 75% dos pacientes submetidos ao transplante
mieloablativo de células-tronco hematopoéticas (Cutler et al., 2005).

Em resumo, os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da mucosite
oral sdo complexos e ainda ndo foram completamente elucidados. Sabe-se que as
citocinas inflamatérias exercem um importante papel na fisiopatologia desta
complicacao, uma vez que estas substancias tém sido demonstradas na mucosa e
sangue periférico de pacientes durante o tratamento antineoplasico (Sonis, 2004).
Além disso, estudos demonstram que individuos em condi¢des clinicas similares,
nao desenvolvem mucosite com a mesma frequéncia, indicando que esta
complicacao é também influenciada por fatores genéticos (Sonis, 1998). Os
polimorfismos génicos representam um mecanismo pelo qual os individuos podem
mostrar alteragdes interindividuais. Polimorfismos em genes de citocinas tém sido
associados com complicacdes pdés-TCTH, como a doenca do enxerto contra o
hospedeiro e menor sobrevida (MacMillan et al., 2003; Dickinson et al., 2007).
Contudo, pouco se sabe sobre a influéncia dos referidos polimorfismos na
gravidade da mucosite oral associada ao TCTH.
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3. PROPOSICAO

1. ldentificar a frequéncia dos polimorfismos nos genes [L1B-511C/T,
IL1B+3953C/T, IL1RN VNTR intron 2, TNF-308G/A e IL6-174G/C em um

grupo de pacientes submetidos ao TCTH.

2. Determinar a influéncia dos polimorfismos nos genes IL1B, IL1RN, IL6 e
TNFA na mucosite oral pés-TCTH.

3. Verificar a influéncia dos polimorfismos nos genes IL1B, IL1RN, IL6 e TNFA

na sobrevida e situacao final p6s-TCTH.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Pacientes e Amostras

Este foi um estudo retrospectivo, realizado a partir das amostras de DNA,
provenientes do Laboratério de Analise Molecular de Polimorfismos do
Hemocentro-UNICAMP. Foram utilizadas 55 amostras de DNA de pacientes
submetidos ao transplante de células-tronco hematopoéticas no periodo de 1998-
2008, na Unidade de Transplante de Medula Ossea do Hospital de Clinicas da
UNICAMP.

Os dados referentes ao nome, sexo, idade, histéria familiar, historia
pregressa, diagnoéstico da doenca de base, fonte de células progenitoras, regimes
de condicionamento foram obtidos a partir de prontuarios dos pacientes e da
Central de Anélise de Dados e Estatistica (CADE) do Centro de Hematologia e
Hemoterapia da UNICAMP-Hemocentro da UNICAMP.

Em relacdo a mucosite oral, os dados foram resgatados de prontuarios dos
pacientes ou obtidos no sistema informatizado do Hemocentro da UNICAMP. A
avaliagdo da presenca e gravidade da mucosite oral foi realizada durante o
periodo de TCTH. A cavidade oral dos pacientes foi avaliada diariamente por
médicos e residentes da Unidade. As avaliagdes eram realizadas no leito do
paciente sob luz artificial e com auxilio de espatulas de madeira. A mucosite oral
foi graduada segundo a escala de graduacao de mucosite oral da Organizagcao
Mundial da Saude (World Health Organization-WHQO), como visto na Tabela 2.

Os pacientes receberam adequacao bucal e instrucbes de higiene oral
previamente ao TCTH. Além disso, todos os pacientes receberam
antibioticoterapia/profilaxia durante o periodo de internacdo para o transplante,
que faz parte do protocolo do Servico de TCTH, visando prevenir disseminacao
hematogénica de qualquer foco de infecgéo.

Os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com as normas

relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos, deliberagdo do Comité
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de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP (processo
numero 682/2008) em Anexo.

Tabela 2. Graus de toxicidade da mucosite oral de acordo com a Organizagao
Mundial de Saude (WHO, 1979).

Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
(leve) (moderado) (grave) (muito grave)
Eritema oral,
ulceras e Ulceras, somente
Ausente  Dor leve, intolerancia a ingestao de Alimentacéo oral
eritema ingestao de alimentos liquidos impossivel

alimentos sélidos

4.1.1. Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos no estudo os pacientes submetidos ao TCTH alogénico e
autélogo, cujas amostras de sangue puderam ser resgatas do Laboratério de
Analise Molecular de Polimorfismos do Hemocentro-UNICAMP. Dentro desse
critério foram selecionados aqueles pacientes com sobrevida superior a um més
apds o transplante. Nos casos em que os pacientes fizeram mais de um TCTH,
foram analisados apenas os dados do primeiro transplante. Foram excluidos os
pacientes cujas amostras de DNA eram insuficientes para analise ou estavam
degradadas. Também foram excluidas as amostras de pacientes submetidos ao
transplante ndo mieloablativo. Além disso, ndo foram analisadas as amostras de
pacientes cujos prontuarios ndo estavam devidamente preenchidos ou nos quais

informagdes com relagdo a mucosite oral nao puderam ser avaliadas.
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4.1.2. Obtencao das amostras de DNA

O DNA genbmico foi extraido de amostras de sangue periférico coletadas
no periodo pré-TCTH para futura analise de quimerismo. Das amostras de DNA,
extraidas através de reagentes comerciais para purificacdo de DNA (GFX,
Amersham PHarmacia, Biotech EUA), foram obtidas aliquotas de 15ul para o
estudo dos polimorfismos nos genes IL1B-511C/T, IL1B+3953C/T, ILTRN VNTR
intron 2, IL6-174G/C e TNF-308G/A.

4.2. Analise dos polimorfismos génicos

As regides génicas de interesse foram amplificadas a partir de amostras de
DNA genbmico através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando um
termociclador automatico (PTC 100 Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Inc MA,
EUA). Para a identificagdo dos polimorfismos de nucleotideo Unico foi utilizada a
técnica de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricao (RFLP), na
qual, os fragmentos amplificados foram digeridos por enzimas de restricao para a
identificacdo dos alelos. Para o polimorfismo do gene IL1RN VNTR nao foi
necessaria a digestdao por enzima de restricao, pois o produto de PCR permitia a
visualizagdo dos alelos, que apresentavam tamanhos diferentes de acordo com o
namero de repeticées do fragmento de 86pb.

As reagOes de PCR foram realizadas com volume final de 30ul, contendo
0,5ug de DNA gendmico, 1mM de cada deoxinucleotideo trifosfato (ANTPs: dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), 3ul de tampao da enzima polimerase (10mM Tris pH 8.5),
1,2 mM de MgCl,, 0,3uM de cada primer e 2U da enzima Tag DNA polimerase
(Invitrogen). As sequéncias de primers, que amplificavam as regiées génicas de
interesse, foram delineadas utilizando o programa “Amplify 1.2% (Universidade de
Wiscosin, Madison, EUA). Os primers foram checados quanto a sua
especificidade, comparando-os com todas as sequéncias ja identificadas
presentes no “Gene Bank” (NCBI-National Center for Biotechnology Information-
NIH, EUA-http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As sequéncias de primers e
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enzimas de restricdo utilizadas para a analise dos polimorfismos estdo descritas
na Tabela 3.

Analise do polimorfismo IL1B-511C/T

Para a amplificacdo do DNA foram utilizados os seguintes primers: 5’-
TGGCATTGATCTGGTTCATC-3° e 5-GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3. O
protocolo utilizado foi: desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos (min), seguida de
35 ciclos: 94°C por 60 segundos (s), 55°C por 40s e 72°C por 40s, finalizando com
uma incubagéao a 74°C por 7min e resfriamento a 4°C. Amplificou-se um fragmento
de 304 pb da regidao promotora do gene IL1B. Ap6s a reagdo de PCR o produto
final da amplificacao foi digerido com 6 unidades (U) da enzima Aval (BioLabs,
New England) a 37°C por 12 horas. Os fragmentos foram visualizados em gel de
agarose a 3% corado com brometo de etidio (BE) (Bioque et al., 1995; Hurme et
al.,1998). A digestdo produziu dois de fragmentos de 190pb e de 114pb que
correspondiam ao alelo 1 (-511C) ou um unico fragmento 304pb que correspondia
ao alelo 2 (-511T).

Anadlise do polimorfismo IL1B+3953C/T

A regido que contém o referido polimorfismo esta localizada no éxon 5 do
gene IL1B na posigao +3953C/T. Para a amplificagao desta regido foram utilizadas
as seguintes sequéncias de primers: 5-GTTGTCATCAGACTTTGACC-3’ ¢ 5'-
TTCAGTTCATATGGACCAGA-3’. O protocolo utilizado foi constituido por um
periodo inicial de desnaturacdo a 94°C por 5min, seguido de 35 ciclos: 94°C por
60s, 55°C por 40s e 74°C por 40s, finalizando com uma incubagéo a 72°C por
7min e resfriamento a 4°C. O produto final da PCR foi digerido utilizando-se 10 U
de Taql (BioLabs, New England) a 65°C durante 12 horas. Os fragmentos foram
visualizados em gel de agarose a 3% com BE. Esta digestdo produziu 2
fragmentos de 135pb e 114pb (alelo 1, +3953C) ou Unico fragmento de 249pb
(alelo 2, +3953T) (Bioque et al., 1995; Hurme et al.,1998).
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Anédlise do polimorfismo IL1RN VNTR (intron 2)

A regiao no intron 2 do gene IL1RN foi amplificada utilizando os seguintes
primers: 5-CTCAGCAACACTCCTAT-3* e 5-TCCTGGTCTGCAGGTAA-3’
previamente descritos (Tarlow et al., 1993) nas seguintes condi¢cbes: desnaturagcédo
inicial a 94°C por 5min, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1min, 56°C por 40s e
72°C por 40s, e finalmente um periodo de extensdo a 72°C por 7min. O produto da
reacdo de amplificacdo foi evidenciado em gel de agarose a 3% com BE e
apresentou 6 padroes denominados: alelo 0 (um fragmento de repeticao) com
154bp, alelo 1 (4 repeticdes) com 410bp, alelo 2 (2 repeticdes) com 240bp, alelo 3
(5 repeticdes) com 500bp, alelo 4 (3 repeticoes) com 325bp e alelo 5 (6
repeticdes) com 595bp (Tarlow et al., 1993; Vamvakopoulos et al., 2002).

Analise do polimorfismo IL6-174G/C

Um par de primers foi utilizado para amplificacdo de um fragmento da regiao
promotora do gene [L6-174G/C: 5’-ATGCCAAAGTGCTGAGTCAC-3’ e 5'-
TCTTTGTTGGAGGGTGAGGG-3’. A amplificacao foi realizada com o seguinte
protocolo: desnaturagéo inicial a 94°C por 5min, seguida de 35 ciclos constituidos
por desnaturagéo (94°C por 60s), anelamento (55°C por 60s) e extensdo (72°C por
50s) além de uma extenséao final a 72°C por 7min. O produto da PCR foi digerido
utilizando a enzima de restricdo Nlalll (BioLabs, New England) (4 Ul) a 37°C por
12 horas. A digestao foi evidenciada em gel de agarose a 3% com BE. A presenca
do alelo 1 (-174G) produziu um fragmento de 208bp e do alelo 2 (-174C) dois
fragmentos de 123 e 85bp cada.

Anadlise do polimorfismo TNFA-308G/A

Foram utilizados dois primers para amplificacdo do fragmento de 107 bp: 5’-
AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’° e 5-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’,
fragmento este que incorpora um sitio de restricdo da enzima Ncol situado na
posicao -308 da regido promotora do gene TNF. O protocolo constituiu-se de

periodo de desnaturagao inicial, seguido de 35 ciclos: a 94°C por 1min, 55°C por
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1min e 72°C por 30s, finalizando com extensdo a 72°C por 7min. Ap6s digestao
com 5 Ul de Ncol (BioLabs, New England) a 37°C durante 12 horas, o produto da
digestao foi identificado em gel de agarose a 4% com BE. O alelo 1 (TNF-308G)
produziu dois fragmentos de 87bp e 20bp e o alelo 2 (TNF-308A) um fragmento
unico de 107bp.

Tabela 3. Sequéncias de primers e enzimas de restricdo utilizadas para
as analises dos polimorfismos.

Genes Primers Enzima de restricao
IL1B-511 (C/T) 5-TGGCATTGATCTGGTTCATC-3 Aval

'rs 16944 5-GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3 37C/12h
IL1B+3953 (C/T) 5 -GTTGTCATCAGACTTTGACC-3 Taqg !

rs 1143634 5 -TTCAGTTCATATGGACCAGA- 3 65C/12h

IL1RN (intron 2) 5-CTCAGCAACACTCCTAT-3 -

rs 419598 5 -TCCTGGTCTGCAGGTAA- 3’
IL6-174 (G/C) 5 -ATGCCAAAGTGCTGAGTCAC-3 Nlalll
rs 1800795 5 -TCTTTGTTGGAGGGTGAGGG- 3’ 37C/12h

TNFA-308 (G/A) 5 -AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3 Ncol
rs 1800629 5 -TCCTCCCTGCTCCGATTCCG- 3 37C/12h

" Referéncia do gene no National Center for Biotechnology Information-NCBI.

4.3. Analise estatistica

No primeiro momento foi realizada a analise descritiva dos dados com suas
respectivas frequéncias, médias e/ou medianas, suas variabilidades e desvios. Por
conseguinte, foram feitas as andlises bivariadas, buscando correlagdes entre as
varidveis através dos testes x° ou Fisher (para varidveis categéricas), Pearson/
Spearman, além do teste t, considerando o valor de p significativo quando < 0,05.

O caélculo para sobrevida global (SG) foi feito a partir da data da realizacao
do transplante até a data da ultima consulta ou data de 6bito. O método utilizado
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para a analise foi o Kaplan-Meier e, quando estratificado em grupos, optou-se em
usar o teste log-rank para coteja-los.

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software SSPS (Statistical
Package for Social Sciences) versao: 15.0.

A frequéncia alélica e genotipica foi determinada por contagem direta. O
equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado calculando-se as frequéncias esperadas
de todos os gendtipos e comparando-as com as observadas. O teste de Chi-
quadrado (x?) foi utilizado para determinar o significado das diferencas entre esses

valores. Foram considerados em equilibrio valores de p> 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise populacional

As caracteristicas clinicas dos pacientes estao descritas na Tabela 4.

O grupo estudado foi constituido por 55 pacientes. Destes pacientes 34
eram do sexo masculino e 21 do feminino, com idade média de 39 anos. As
doencas de base foram principalmente malignidades hematolégicas (51 casos;
92,7%), incluindo leucemia mieldide aguda (LMA, n=15; 27,3%), leucemia linfoide
aguda (LLA, n=13; 23,6%), leucemia mieldide crénica (LMC, n=12; 21,8%),
mieloma multiplo (MM, n=7; 12,7%), linfoma de Hodgkin (LH, n=2; 3,6%), linfoma
nao-Hodgkin (LNH, n=1; 1,8%) e mielofibrose (n=1; 1,8%). Foram observados
apenas 4 casos (7,3%) de doencas hematolégicas ndo malignas, como, a anemia
aplastica (AA, n=3; 5,4%) e a hemoglobindria paroxistica noturna (HPN, n=1;
1,8%). A maioria dos pacientes (45 casos) foi submetida ao TCTH alogénico e 10
fizeram o transplante autdlogo. Com relacao ao tipo de enxerto, 35 pacientes
(63,6%) receberam enxerto de células-tronco hematopoéticas do sangue periférico
e 20 (36,4%) da medula éssea.

Os regimes de condicionamento utilizados nos pacientes deste estudo
estao listados na Tabela 5. Os regimes adotados nos 45 casos de transplantes
alogénicos foram bussulfano + ciclofosfamida (n=19; 42,2%), bussulfano +
fludarabine (n=9; 20%), irradiacao corporal total + ciclofosfamida + etoposide (n=7;
15,5%), bussulfano + etoposide + ciclofosfamida (n=4; 8,9%), irradiacao corporal
total + ciclofosfamida + globulina antitimocitaria (n=3; 6,7%), ciclofosfamida +
irradiacdo corporal total (n=2; 4,4%) e ciclofosfamida + fludarabine + globulina
antitimocitaria (n=1; 2,2%). Nos 10 casos de transplante autélogo os regimes
utilizados foram, melfalano (n=7; 70%), carmustina + etoposide + aracetin +
melfalano (n=2; 20%) e melfalano + mitoxantrone (n=1; 10%).

Os 45 pacientes submetidos ao TCTH alogénico receberam profilaxia para
DECH, constituida por metotrexato + ciclosporina.
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas dos pacientes avaliados neste estudo, (n=55).

Variaveis Numero de Pacientes (%)
Idade

Variacao 5—-63 anos

Média 39 anos
Género

Masculino 34 (61,8)

Feminino 21 (38,2
Diagnéstico

Leucemia mielbide aguda 15 (27,3)

Leucemia linféide aguda 13 (23,6)

Leucemia mieldide crénica 12 (21,8)

Mieloma multiplo 7 (12,7)

Linfoma de Hodgkin 2 (3,6)

Linfoma nao-Hodgkin 1(1,8)

Mielofibrose 1(1,8)

Anemia aplastica 3 (5,4)

Hemoglobinuria paroxistica noturna 1(1,8)
Tipos de transplante

Alogénico 45 (81,8)

Autélogo 10 (18,2
Fontes das células-tronco hematopoéticas

Medula éssea 20 (36,4)

Sangue periférico 35 (63,6
Situacao final

Vivo 23 (41,8)

Morto 32 (58,2)
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Tabela 5. Regimes de condicionamento pré-TCTH e profilaxia para a DECH

adotados nos 55 pacientes do estudo.

Regime de condicionamento Numero de pacientes %

Transplante alogénico

BU + CY 19 (42,2)
BU + fludarabine 9 (20)
ICT + CY+ VP 7 (15,5)
BU + VP + CY 4 (8,9)
ICT + CY + ATG 3(6,7)
CY + ICT 2 (4,4)
CY + fludarabine + ATG 1(2,2)
Transplante autologo
MEL 7 (70)
BEAM 2 (20)
MEL + mitoxantrone 1(10)
Profilaxia para DECH
MTX+CSA 45 (81,8)

MEL: melfalano; BU: bussulfano; CY: ciclofosfamida; VP: etoposide; BEAM: carmustina +
etoposide + aracetin + melfalano; ICT (irradiagdo corporal total); ATG: globulina
antitimocitaria; DECH: doenga do enxerto contra o hospedeiro; MTX: metotrexato; CSA:

ciclosporina.

5.2. Frequéncia alélica e genotipica

5.2.1. Polimorfismos do complexo do gene IL1B

A distribuicao alélica e genotipica dos polimorfismos do gene IL1B nos 55
pacientes estudados esta apresentada na Tabela 6. Foi encontrada uma
frequéncia dos gendtipos CC, CT e TT de 29,1%, 50,9% e 20% para o
polimorfismo IL1B-511 e de 65,5%, 32,7% e 1,8% para o polimorfismo /L 1B+3953,
respectivamente. As frequéncias dos alelos -511C, -511T, +3953C e +3953T
encontradas foram 0,546, 0,454, 0,818 e 0,182, respectivamente. A frequéncia dos
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gendtipos para o polimorfismo do gene IL1TRN foi 1.1 em 54,6% dos pacientes, 1.2
em 32,7% dos pacientes, 2.2 em 9,1% dos pacientes € 1.3 em 3,6% dos
pacientes. O alelo 1 foi 0 mais observado, com uma frequéncia de 0,727, seguido
pelo alelo 2 com frequéncia de 0,254. Os diferentes alelos dos 3 polimorfismos do
gene IL1B podem ser visualizados nas Figuras 2 e 3.

Nao foram observadas diferengcas na distribuicdo entre os gendtipos
observados e os genoétipos esperados para os 3 diferentes polimorfismos do gene
IL1B, demonstrando que estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), como
visto na Tabela 6. Esse resultado indicou que o grupo estudado € representativo
da populagéo permitindo de forma confiavel a avaliagdo das frequéncias génicas.

5.2.2. Polimorfismos do gene IL6

A frequéncia dos gendtipos para o polimorfismo do gene IL6 foi GG em
56,4% dos pacientes, GC em 38,2% dos pacientes e CC em 5,4% dos pacientes.
A frequéncia do alelo -174G foi 0,755 e do alelo -174C foi 0,246 (Tabela 6). Os
trés diferentes gendtipos do polimorfismo do gene IL-174G/C podem ser
observados na Figura 4. A distribuicdo alélica e genotipica estava em equilibrio de
Hardy-Weinber (EHW).

5.2.3. Polimorfismos do gene TNF

A frequéncia dos alelos e dos gendétipos do gene TNF na posicao -308 pode
ser visualizada na tabela 6. O grupo estudado apresentou uma frequéncia dos
genotipos GG, GA e AA para o polimorfismo do gene TNF-308 de 85,5%, 12,7% e
1,8% respectivamente, e as frequéncias dos alelos -308G e -308A encontradas
foram 0,918 e 0,082. Os diferentes alelos do polimorfismo do gene TNF podem ser
visualizados na Figura 5. As frequéncias alélicas e genotipicas estavam em
equilibrio de Hardy-Weinber (EHW).

32



Tabela 6. Frequéncia genotipica dos polimorfismos génicos IL1B-511C/T,
IL1B+3953C/T, IL1RN intron 2 VNTR, IL6-174G/C, TNF-308G/A na populacao
estudada (n=55). Analise do Equilibrio de Hardy-Weinberg da frequéncia génica

usando teste Chi-quadrado: se p< 0,05 ndo esta em EHW.

Polimorfismos Numero Numero

observado (%) esperado

Polimorfismo IL1B-511C/T

.1 (CC) 16 (29,1) 16,4

2 (CT) 28 (50,9) 27,3

2 (TT) 11(20) 11,3
Alelo 1 (C) 0,546 x*=0.038
Alelo 2 (T) 0,454 DF= 2, p= 0,981
Polimorfismo IL1B+3953C/T

.1 (CC) 36 (65,5) 36,8

2(CT) 18 (32,7) 16,4

2 (TT) 1(1,8) 1,8
Alelo 1 (C) 0,818 ¥°= 0,541
Alelo 2 (T) 0,182 DF=2, p= 0,763
Polimorfismo IL1RN intron 2
11 30 (54,6) 29,1
1.2 18 (32,7) 20,4
29 5(9,1) 3,6
13 2 (3,6) 1,4
Alelo 1 0,727 x*=1,613520
Alelo 2 0,254 DF=5, p>0,05
Outros alelos 0,018
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Continuacao

Polimorfismo IL6-174G/C

1 (GG) 31(56,4) 31,3

2(GC) 21(38,2) 20,4

2 (CC) 3 (5,4) 3,3
Alelo 1 (G) 0,755 x*= 0,059
Alelo 2 (C) 0,246 DF= 2, p= 0,971
Polimorfismo TNF-308G/A

1 (GG) 47 (85,5) 46,4

2 (GA) 7(12,7) 8,3

2 (AA) 1(1,8) 0,4
Alelo 1 (G) 0,918 x’=1,196
Alelo 2 (A) 0,082 DF= 2, p=0,55
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Figura 2. Em A gel de agarose a 3% evidenciando os genétipos do polimorfismo /L1B-
511C/T. Gendtipo 1.2, CT (1). Gendtipo 1.1, CC (2). Genétipo 2.2, TT (3). Em B
visualizamos os gendtipos do polimorfismo IL1B+3953C/T. Gendtipo 2.2, TT (1), 1.2, CT
(2) e 1.1, CC (3). M: marcador de DNA.

500 ph
400 ph
300 ph

200 pb

100 ph

Figura 3. Gel de agarose a 3% evidenciando os produtos da PCR do polimorfismo do

gene IL1RN (intron 2), encontrados em nosso trabalho: Genétipo 2.2 com um fragmento

de 240 pb (1). Genétipo 1.2 com dois fragmentos, um de 410 pb e o outro de 240 pb (2).

Gendtipo 1.1 com apenas um fragmento de 410 pb (3). Genétipo 1.3 com um fragmento
de 500 pb e outro de 410 pb (4). M: marcador de DNA.
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Figura 4. Gel de agarose a 3% demonstrando os genétipos do gene IL6-174G/C.
Genotipo 2.2 (CC) com dois fragmentos de 123 e 85 pb cada (1). Gendtipo 1.1 (GG) com
um fragmento de 208 pb (2). Gendtipo heterozigoto 1.2 (GC) com trés fragmentos de 208,
123 e 85 pb. M: marcador de DNA.

M 1 2 3
o i!

Figura 5. Gel de agarose a 3% evidenciando os diferentes gendétipos do polimorfismo
TNF-308G/A. Gendtipo 2.2 (AA) produz um fragmento de 107 pB (1). Gendtipo 1.2 (GA)
produz 3 fragmentos de 107, 87 e 20 pb (2). Genétipo 1.1 (GG) produz dois fragmentos
de 87 e 20 pb (3). O fragmento de 20pb nao € visualizado no gel. M: marcador de DNA.
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5.3. Incidéncia e gravidade da mucosite oral nos pacientes submetidos ao
TCTH.

Com relacao a mucosite oral foi observado que 50 pacientes apresentaram
algum grau de mucosite, e somente 5 pacientes ndo demonstraram sinais ou
sintomas desta complicacdo (Tabela 7). A maioria dos pacientes desenvolveu
mucosite grau 1V, o restante desenvolveu mucosite menos intensa, variando entre
graus | e lll. Mucosite grau | foi encontrada em 6 pacientes (10,9%), grau |l em 8
pacientes (14,6), grau lll em 2 pacientes (3,6) e grau IV em 34 pacientes (61,8).

Tabela 7. Graus de mucosite observados nos pacientes estudados (n=55).

Grau de mucosite Numero de pacientes (%)
0 5(9,1)

| 6 (10,9)

Il 8 (14,6)

I 2 (3,6)

v 34 (61,8)

Classificacao de acordo com a Organizacao Mundial de Saude (WHO, 1979).

5.4. Relacao entre a gravidade da mucosite oral e as caracteristicas clinicas.

Para uma analise mais equilibrada dos dados, os casos de mucosite oral
foram agrupados da seguinte forma: graus O-l-ll (auséncia de mucosite ou
presenca de mucosite leve a moderada) e graus lll-IV (presenca de mucosite
grave).

Foi encontrada uma significante correlacdo entre o tipo de transplante
(autdlogo ou alogénico) e a gravidade da mucosite oral (Figura 6). Sendo que
entre os 10 pacientes submetidos ao transplante autélogo, a maioria apresentou
mucosite leve ou moderada, ou ndo desenvolveu mucosite (n=9; 90%) e apenas 1
paciente (10%) desenvolveu mucosite grave. Ja entre os 45 pacientes submetidos
ao transplante alogénico houve um predominio de mucosite grave (n=35; 77,8%) e

10 casos (22,2%) de mucosite leve ou moderada (p< 0,0001).
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Trinta e dois pacientes faleceram durante o periodo de observacdo, sendo
as causas de morte: infeccdo (n=14; 43,8%), persisténcia ou recorréncia da
doenca primaria (n=6; 18,8%), pneumonia intersticial (n=5; 15,6%), faléncia de
orgaos (n=5; 15,6%), DECH crbnica (n=1; 3,1%) e hemorragia intracraniana (n=1;
3,1%). Nossos resultados demonstraram uma correlacdo significativa entre a
gravidade da mucosite oral e a situacéao final do paciente apdés o TCTH. A situacao
final pode ser entendida como o numero de pacientes que estavam vivos ou
mortos durante o periodo avaliado. Os dados podem ser visualizados na Figura 7,
gue demonstra maior prevaléncia de mucosite graus Il e IV no grupo de pacientes
que vieram ao Obito, em comparacdo com o grupo de pacientes vivos, que
apresentaram maior prevaléncia de mucosite graus 0-I-Il (p= 0,005).

Além disso, foi observada uma significante correlagdo entre a mucosite oral
e 0 periodo de sobrevida global em meses, de forma que pacientes sem mucosite
ou com mucosite leve a moderada apresentaram periodo de sobrevida global
maior que 0s pacientes com mucosite grave (p=0,001), como visto na Figura 8.

Nao houve correlagao significativa entre mucosite oral e o tipo de enxerto
(p=0,96), presenca de DECH aguda (p=0,31) e crdnica (p=0,38), idade (p=0,82) e
sexo do paciente (p=0,66).
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40
M Mucosite graus 0-I-Il

= Mucosite graus IlI-IV

Percentagem (%)

Alogénico Autélogo
Tipo de transplante

Figura 6. Correlacdo entre o tipo de transplante e a gravidade de mucosite oral, (n=55),

p< 0,0001.

30
m Graus 0-I-1l

2 4
s m Graus llIl-IV

20

15 4

Frequéncia

10 -

Morto

Situacao final do paciente

Figura 7. Correlagéo entre a gravidade de mucosite oral e a situacgao final (vivo/morto) do
paciente (n=55), p=0,005.
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Figura 8. Curva de Kaplan-Meier demonstrando a relagdo dos diferentes graus de
mucosite oral e o tempo de sobrevida p6s-TCTH. Mediana 12 meses; Média 23 meses
(1-100).

5.5. Correlacao dos polimorfismos nos genes IL1B, IL1RN, IL6 e TNFA com a
gravidade da mucosite oral em pacientes submetidos ao TCTH.

Os resultados da correlacédo entre os diferentes polimorfismos estudados e
a gravidade da mucosite oral estdo demonstrados na Tabela 8. Os pacientes
foram classificados nos fenoétipos preditores de baixa e alta producdo de
interleucinas, de acordo com seus genétipos, com base em dados da literatura
(Pociot et al., 1992; Wilson et al, 1992; Fishman et al, 1998; Hurme &
Santtila,1998; Smith & Humphries, 2009).

Somente o polimorfismo do gene IL1B+3953C/T demonstrou associacao
significativa com a gravidade da mucosite oral (Pearson 0,003; r=29%; p=0,04). Ao
analisar os diferentes gendétipos separadamente, foi encontrada correlacdo com o
genotipo ILB+3953CT. Entre os 18 individuos portadores do gendtipo
IL1B+3953CT, a maioria (n=15) desenvolveu mucosite grave (graus Il e IV), e

apenas 3 pacientes apresentaram mucosite leve ou nao desenvolveram mucosite.
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O gendtipo IL1B+3953TT associado com alta secrecdo de IL-13 é muito raro na
populacdo da regidao de Campinas (sudoeste do Brasil) e em nosso grupo de
pacientes foi encontrado um Unico caso expressando esse genoétipo. De forma
interessante, este caso se encontrava no grupo de pacientes que desenvolveram
mucosite grave. Agrupando-se o0s genoétipos IL1B+3953TT e IL1B+3953 CT, por
estarem associados com maior secregdo de IL-1B, foi observado uma presenca
significativa destes dois gendtipos no grupo de pacientes que desenvolveu
mucosite grave. Ou seja, de 19 pacientes expressando os genétipos IL1B+3953TT
e IL1B+3953CT, a maioria, 16 pacientes, desenvolveu mucosite grave, e apenas 3
pacientes nao tiveram mucosite ou apresentaram mucosite leve ou moderada
(Pearson 0,003; r=29%; p=0,04).

Como foi observada diferenca entre o tipo de transplante e a gravidade da
mucosite, optou-se por realizar uma analise excluindo os casos de TCTH
autodlogo. Assim, na andlise dos casos de transplante alogénico, o polimorfismo do
gene IL1B+3953C/T, deixou de correlacionar de forma significativa com gravidade
da mucosite oral. Contudo houve uma tendéncia de correlacéo entre os gendétipos
+3953CT e +3953TT com a gravidade da mucosite, pois entre os 17 pacientes que
expressavam o genétipo +3953CT, 15 desenvolveram mucosite grave, e o Unico
caso apresentando o genétipo +3953TT desenvolveu mucosite grave. Porém, dos
27 pacientes com o genétipo +3953CC, apenas 8 apresentaram mucosite graus 0-
Il (p=0,16).

Apesar de nao significativa, foi encontrada relagéo entre mucosite oral e o
polimorfismo do gene [L6-174G/C. Ao analisar os diferentes gendtipos
separadamente, de 31 individuos portadores do gendétipo IL6-174GG, associado
com a maior secrecdo de IL-6, 23 desenvolveram mucosite grave (p=0,06).
Contudo os 3 Unicos pacientes que expressaram o raro gendtipo /IL6-174CC,
associado com baixa secrecdao de IL-6, também desenvolveram mucosite oral
grave.

Nao foi observada relacao entre os polimorfismos dos genes IL1B-511C/T,
IL1RN e TNF-308G/A e a gravidade da mucosite oral.
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Tabela 8. Relacao entre a frequéncia genotipica dos polimorfismos estudados
e a gravidade da mucosite oral, nos pacientes submetidos ao TCTH.

Polimorfismos  Genotipo  Fendtipo provavel Mucosite Mucosite Teste
Genes associado Graus 0-1-11 Graus llI-IV  estatistico
(n=19) (n=36)
IL1B-511C/T 1.1 (CC) 6 10 x°=0,84
1.2 (CT) 10 18 (NS)
2.2(TT) 3 8
cC Baixo produtor 6 10 x°=0,76
CT+TT Alto produtor 13 26 (NS)
IL1B+3953C/T 1.1 (CC) 16 20 x°=0,09
1.2 (CT) 3 15 Pearson=0,03
2.2 (TT) 0 1 R=29%
CcC Baixo produtor 16 20 x°=0,04
CT+TT Alto produtor 3 16 Pearson=0,03
R=29%
ILIRNVNTR' 1.1 11 19 x°=0,75
intron 2 1.2 5 13 (NS)
2.2 2 3
1.1+1.3  Baixo produtor 12 20 x°=0,77
1.2+2.2  Alto produtor 7 16 (NS)
TNF-308G/A 1.1 (GG) 16 31 x°=0,68
1.2 (GA) 3 4 (NS)
2.2 (AA)
GG Baixo produtor 16 31 x°=0,99
GA+AA  Alto produtor 3 5 (NS)
IL6-174G/C 1.1 (GG) 8 23 x°= 0,06
1.2 (GC) 11 10 (NS)
2.2 (CQ) 0 3
CG+CC  Baixo produtor 11 13 x°=0,15
GG Alto produtor 8 23 (NS)

'Durante a andlise individual dos diferentes genétipos do gene IL7RN VNTR nao foram
incluidos os dois casos que apresentavam o genétipo 1.3.
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5.6. Relacao dos polimorfismos nos genes IL1B, IL1RN, IL6 e TNFA com a
sobrevida e a situacao final p6s-TCTH.

O polimorfismo no gene IL1B+3953C/T demonstrou correlagédo significativa
com a situacdo final (vivo/morto) do paciente ap6s o TCTH. Ao agrupar o0s
genotipos, IL1B+3953CT e IL1B+3953TT, associados com maior secrecao de IL1-
B, foi observado que entre os 19 pacientes portadores dos referidos genaétipos,
apenas 3 pacientes estavam vivos. Ja entre os 36 pacientes portadores do
gendtipo IL1B+3953CC, baixo secretor de IL-1B, 20 estavam vivos e 16 faleceram
durante o periodo avaliado (p=0,009). Os dados podem ser visualizados na Figura
9. Nao foi observada associacdo entre os demais polimorfismos estudados e a
situacao final (vivo/morto) do paciente. Adicionalmente, o polimorfismo no gene
IL1B+3953C/T correlacionou significativamente com o tempo de sobrevida pos-
transplante. De forma que a presenca dos gendtipos +3953TT e +3953CT estava
associada com menor tempo de sobrevida (p=0,001), os dados podem ser
visualizados na Figura 10. Nao foi observada correlacdo entre o tempo de
sobrevida e os demais polimorfismos analisados.

Com a exclusédo dos casos de transplante autélogo, as seguintes analises
mantiveram-se estatisticamente significantes: mucosite oral e situacédo final do
paciente (vivo/morto) p=0,005; mucosite oral e tempo de sobrevida p6s-TCTH,
p=0,01; polimorfismo do gene [L1B+3953C/T e situagdo final do paciente
(vivo/morto), p=0,01; polimorfismo do gene IL1B+3953C/T e tempo de sobrevida
pds-TCTH, p=0,001.
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Figura 9. Correlacao entre os gendtipos do polimorfismo no gene IL1B+3953C/T e a

situacéo final (vivo/morto) dos 55 pacientes do estudo (p=0,009).
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Figura 10. Curva de Kaplan-Meier demonstrando a correlacdo dos gendtipos
IL1B+3953TT(2.2) + IL1B+3953CT(1.2) e IL1B+3953CC(1.1) com o tempo de sobrevida
pés-TCTH. Mediana 4,1 meses; Média 16 meses (1-85).
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6. DISCUSSAO

A mucosite oral é uma das complicacbes mais frequentes em pacientes
submetidos ao transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH). A
fisiopatologia da mucosite oral esta associada com a super regulacao de genes e
a produgéo de citocinas inflamatérias, como IL1-B, TNF-a e IL-6, que controlam
varios eventos biol6gicos culminando com dano tecidual (Sonis et al., 2002).

O regime de condicionamento tem sido considerado o principal fator de
risco relacionado com a mucosite oral em pacientes submetidos ao TCTH
(Montserrat et al., 2007). No entanto, outros fatores, como a variabilidade
genética, podem contribuir para diferencas na frequéncia e manifestacao clinica
desta complicacao, em um mesmo grupo de pacientes (Sonis, 1998).

Este estudo objetivou avaliar retrospectivamente a relacdo dos
polimorfismos nos genes IL1B+3953C/T, IL1B-511C/T, IL1RN VNTR, IL6-174G/C
e TNF-308G/A com a gravidade da mucosite oral pds-TCTH. Além disso, também
foi avaliada a relacao destes polimorfismos com a situacao final e sobrevida pés
transplante de células-tronco hematopoéticas.

Em nosso estudo, a mucosite oral foi observada em 91% dos pacientes
avaliados. Esse resultado estda em acordo com relatos da literatura quanto a
incidéncia da mucosite oral, que pode variar entre 75-100% nos pacientes
submetidos ao TCTH (Woo et al., 1993; Pico et al., 1998; Keefe et al., 2000;
Gabriel et al., 2003). Com relacdo a gravidade, a mucosite pode se apresentar em
diferentes graus, o que dificulta sobremaneira a avaliagdo comparativa. Neste
estudo, observamos que 65% dos pacientes desenvolveram mucosite grau Ill/IV.
De forma similar, Wardley e colaboradores (2000), avaliando um grupo de
pacientes submetidos ao regime de condicionamento mieloablativo, observaram
incidéncia de 67% de mucosite oral graus Il e IV. No entanto, em estudo realizado
com 60 pacientes submetidos ao TCTH para o tratamento de malignidades
hematoldgicas, foi encontrada incidéncia de mucosite graus Ill e IV de 97% (Shea
et al., 2003).
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Semelhante ao trabalho conduzido por Sonis et al. (2001), que avaliou a
presenca de mucosite oral em pacientes submetidos ao transplante autélogo e
alogénico, em nosso estudo, foi encontrado mucosite oral mais grave entre os
pacientes que receberam transplante alogénico. Esse achado se deve
principalmente ao regime de condicionamento, que € mais intenso nessa
modalidade terapéutica.

Em relagédo a influéncia das caracteristicas dos pacientes na mucosite oral,
em nosso grupo de pacientes a idade ndo se mostrou importante para uma maior
gravidade desta complicagcdo. O que pode ser explicado pelo predominio de
pacientes adultos jovens (média: 40 anos de idade) em nossa amostra. Nessa
faixa etaria, pode existir pouca influéncia do “turn-over” celular expressivamente
encontrado em pacientes jovens, bem como, menor influéncia das condicdes
encontradas para os pacientes com idade avangada, que incluem as alteragcdes
sistémicas e menor oxigenacao dos tecidos (Silva & Bussoloti, 2007; Lalla et al.,
2008).

Além disso, em relagao a influéncia do tipo de enxerto, nossos resultados
ndao mostram ser este um fator de risco importante para mucosite oral. Esse
achado vem ao encontro com a literatura que ndo demonstra o verdadeiro papel
do tipo de enxerto nesse evento (Rapoport et al., 1999; Wardley et al., 2000).

Estudos anteriores associaram a presenca de mucosite oral grave com uma
menor sobrevida em pacientes submetidos ao TCTH (Sonis et al., 2001; Fanning
et al., 2006). Em nosso trabalho também foi observada significante correlacdo
entre a presenca de mucosite oral grave e menor sobrevida global.
Adicionalmente, também observamos relagdo entre a mucosite oral e a situacao
final do paciente, ou seja, a presenca de mucosite grave estava associada com
aumento na mortalidade p6s-TCTH. No entanto, esses resultados podem ter sido
influenciados por outros fatores como, doenca de base, tipo de regime de
condicionamento e fonte de células-tronco. Contudo, Fanning et al. (2006)
demonstraram correlacdo entre a gravidade da mucosite oral e menor sobrevida

global em uma populacdo homogénea, constituida por pacientes com a mesma
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doenca de base e submetidos ao mesmo regime de condicionamento. Como uma
das principais causas de morte neste estudo foi infeccao, uma possivel justificativa
para menor sobrevida encontrada nos pacientes com mucosite grave, poderia
estar relacionada a solugcéo de continuidade da mucosa oral, ou mesmo do trato
gastrointestinal, facilitando assim, a disseminagdo hematogénica.

No estudo da influéncia do processo inflamatério agudo nas complicacoes
pos-TCTH, nao foi encontrada neste trabalho, uma relagéo entre mucosite oral e o
desenvolvimento de DECH, diferentemente de Vokurka et al. (2009), que
analisando os fatores de risco e as caracteristicas da mucosite em pacientes
submetidos ao TCTH, observaram que a presenca de mucosite oral grave e
prolongada aumentava o risco de desenvolvimento de DECH aguda apds o
transplante.

Por outro lado, sabe-se que fatores genéticos podem influenciar a
frequéncia e a gravidade da mucosite oral. Alguns estudos demonstraram
importante associacao entre polimorfismos em genes de citocinas e complicacdes
relacionadas ao TCTH, incluindo a DECH e menor tempo de sobrevida (Sonis,
1998; MacMillan et al., 2003; Dickinson et al., 2007; Visentainer et al., 2008).
Contudo, até o presente momento, a literatura é pobre na correlacdo entre os
polimorfismos em genes de citocinas e a mucosite oral p6s-TCTH.

Um importante achado deste estudo foi a correlacdo positiva entre o
polimorfismo no gene /LB+3953C/T com a gravidade da mucosite oral. Nossos
resultados demonstraram que a maioria dos pacientes portadores do gendtipo
heterozigoto +3953CT desenvolveu mucosite grave. Foi relatado previamente que
a expressao deste gendétipo esta associada com um aumento de duas vezes na
producao de IL-1B (Pociot et al, 1992). Além disso, 0 Unico paciente que
expressava o raro gendtipo +3953TT, associado com alta secreg¢ado desta citocina,
desenvolveu mucosite grave. Estes dados sugerem que a expressdao dos
gendtipos IL1B+3953CT e IL1B+3953TT esta associada com a presenca de

mucosite oral mais grave.
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Na analise com exclusdao do grupo de pacientes submetidos ao TCTH
autdlogo, foi observada associacdo entre os gendétipos +3953CT e +3953TT e a
gravidade da mucosite oral, apesar de nao estatisticamente significativa. As
razbes deste achado podem estar no pequeno numero de pacientes avaliados e
predominio do gendtipo +3953CC na populacdo analisada. O polimorfismo no
gene ILB+3953 tem sido associado com varias desordens orais, como, sindrome
ardéncia bucal, glossite migratéria benigna, abscesso dentario e doenca
periodontal (Engebretson et al., 1999; Guimaraes et al., 2006; Guimaraes et al.,
2007; de Sa et al., 2007). Porém, nao foram encontrados trabalhos na literatura
correlacionando este polimorfismo com a mucosite oral p6s-TCTH. Guimaraes e
colaboradores (2006), avaliando a relagéo do polimorfismo no gene IL1B+3953C/T
e a incidéncia de ulceracao aftosa recorrente, encontraram significativo aumento
na frequéncia do gendétipo +3953CT no grupo de pacientes que apresentavam
maior numero de lesGes aftosas. Apesar das lesbes aftosas apresentarem
fisiopatologia diferente da mucosite oral, este trabalho, semelhante ao nosso
estudo demonstrou a influéncia do genétipo IL1B+3953CT na gravidade de lesdes
ulceradas orais.

Nossos resultados demonstraram relacdo entre o genétipo IL6-174GG e
presenca mucosite oral grave, contudo nao foi estatisticamente significante. A IL-6
tem sido associada com complicagdes relacionadas ao TCTH, incluindo a
mucosite oral (Ferra et al., 1998; Karabon et al., 2005; Visentainer et al., 2008).
Ferra et al. (1998) avaliando a concentracao de citocinas no plasma de pacientes
submetidos ao transplante, observaram correlacédo positiva entre os niveis de IL-6
e a gravidade da mucosite oral. O polimorfismo do gene /L6 localizado na posicao
-174 exerce efeito variavel na producao de interleucina 6. Estudos anteriores
demonstraram que a presenca do gendtipo -174GG estava associada com maior
producéo de IL-6, j& outros, ao contrario, associavam o genoétipo -174CC a maior
sintese desta interleucina (Fishman et al., 1998; Brull et al., 2001). Trabalhos da
literatura relacionaram este polimorfismo com liquen plano, abscesso dentario e

carcinoma espinocelular oral (de Sa et al., 2007; Xavier et al., 2007; Vairaktaris et
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al., 2008). De forma interessante, Bazrafshani e colaboradores (2002)
demonstraram que individuos homozigotos para o alelo IL6-174G apresentavam
um risco oito vezes maior de desenvolver estomatite aftosa recorrente.

O fator de necrose tumoral-o. é uma citocina pleiotropica, secretada no
inicio do processo inflamatério (Makhatadze, 1998). Tem sido demonstrada uma
importante associagdo entre niveis elevados de TNF e toxicidades nao
hematoldgicas associadas ao TCTH. Ferra et al (1998) observaram associacao
positiva entre concentracées plasmaticas de TNF-a e a gravidade da mucosite
oral. Além disso, o tratamento com inibidores de TNF tem levado a reducédo na
ocorréncia e gravidade desta complicacao (Lima et al., 2005).

Em nosso estudo ndo foi observada correlacdo entre os diferentes
gendtipos do polimorfismo TNF-308G/A e a gravidade de mucosite oral. Este
polimorfismo tem sido relacionado com lesées como, liquen plano oral, doenca
periodontal, ulceracdo aftosa recorrente, entre outras (Galbraith et al, 1999;
Guimaraes et al., 2007; Bai et al., 2009). De forma interessante, Sakamoto e
colaboradores (2006) avaliando a relagdo entre polimorfismos em genes de
citocina e toxicidade pds-quimioterapia, observaram que apenas o polimorfismo no
gene TNFA-1031 estava associado com presenca de mucosite oral. Este foi o
unico estudo encontrado na literatura relacionando polimorfismos em genes de
citocinas com esta complicagéao.

A falta de correlagdo entre o polimorfismo TNF-308G/A e a gravidade da
mucosite oral em nosso estudo, poderia estar associada a utilizacdo de
ciclosporina A no grupo de pacientes submetidos ao TCTH alogénico. Tem sido
reportado que o tratamento com ciclosporina A reduz a resposta observada em
individuos com os genétipos TNF-308GA e TNF-308AA, possivelmente devido a
interrupgdo na regulagdo da transcricdo do gene TNF nas células T e nos
macréfagos (Schereiber & Crabtree, 1992; McCaffrey et al., 1994).

Neste trabalho, ndo foi possivel estabelecer a influéncia dos polimorfismos
IL1B-511C/T e IL1RN VNTR na gravidade da mucosite oral, apesar destes

polimorfismos estarem associados com diversas doengas imuno-inflamatérias de
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repercussao oral (Bazrafshani et al., 2002; Alayli et al., 2007; Dashash et al., 2007;
Nikolopoulos et al., 2008).

O polimorfismo no gene IL1B+3953C/T além de correlacionar com a
gravidade da mucosite oral, também demonstrou relagdo com a situacao final e
sobrevida pés-transplante. Em nossos resultados, os genétipos IL1B+3953CT e
IL1B+3953TT estavam associados com maior mortalidade e menor sobrevida
global pés-TCTH. Como relatado previamente, esses genotipos estao
relacionados com maior secrecao de IL-1B e esta citocina tem sido implicada na
fisiopatologia de complicacbées pos-transplante como DECH e mucosite, que por
sua vez poderiam ter influenciando na sobrevida (Sonis et al., 2002; Jaksch &
Mattsson, 2005).

Nao foi encontrado trabalho na literatura associando o polimorfismo no
gene IL1B+3953CT com sobrevida pés-transplante. Contudo, estudos anteriores
relacionaram polimorfismos nos genes da IL1A, IL-10, IL-18, IL-7 e TNF com
mortalidade p6s-TCTH (Cavet et al., 1999; MacMillan et al., 2003; Dickinson et al.,
2007). MacMillan et al (2003) avaliando o polimorfismo no gene IL1B-511C/T,
encontram que a presenca no doador do alelo -511T, associado com maior
secregao de interleucina, estava relacionada com maior sobrevida pés-TCTH.
Conforme esses autores a presenga de gendtipo favoravel a secrecao de IL1-B
estaria associado ao menor risco de infeccdo, resultando em aumento na
sobrevida. Diferente do trabalho acima, neste estudo foi observado que o gendtipo
relacionado com a maior producao de IL-1P estava associado a menor sobrevida.

Em resumo, os resultados deste estudo demonstraram a correlacao do
polimorfismo no gene IL1B+3953C/T com a gravidade da mucosite oral, situagao
final e sobrevida p6s-TCTH. Considerando as limitagcdes impostas pela anélise de
um grupo heterogéneo, com pequeno numero de pacientes, os resultados deste
trabalho demonstraram que o polimorfismo no gene IL1B+3953C/T pode ser Util
como preditor dos riscos de complicacdes relacionadas ao transplante de células-
tronco hematopoéticas. Estudos adicionais, de natureza prospectiva, envolvendo
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populacdes maiores e com condi¢des clinicas semelhantes sdo importantes para

confirmar nossos resultados.
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7. CONCLUSOES

1.

No grupo estudado, constituido por pacientes submetidos ao TCTH
autélogo e alogénico, foi encontrado um predominio dos genétipos IL1B-
511CT, IL1B+3953CC, IL1RNVNTR 1.1, IL6-174GG e TNF-308GG.

O polimorfismo no gene IL1B+3953C/T correlacionou significantemente
com a gravidade da mucosite oral no grupo de pacientes submetidos ao
transplante autdlogo e alogénico. Os pacientes que expressavam O0s
genoétipos IL1B+3953TT e [L1B+3953CT desenvolveram mucosite oral

grave.

A presenga dos genotipos IL1B+3953TT e IL1B+3953CT estava associada

com aumento na mortalidade e menor sobrevida global p6s-TCTH.
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PARECER CEP: N° 682/2008 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0546.0.146.000-08

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “POLIMORFISMOS DOS GENES CODIFICADORES DA IL-1, IL-6 E
FATOR DE NECROSE TUMORAI, NA OCORRENCIA E GRAVIDADE DA
MUCOSITE ORAL APOS TRANSPLANTE ALOGENICO DE MEDULA OSSEA”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Michele Gassen Kellerman

INSTITUIGAO: Hemocentro / UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 03/09/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 30/10/09 (O formuldrio encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Identificar os genétipos dos polimorfismos dos genes codificadores da IL-1, IL-6 e do
TNFalfa em pacientes submctidos a transplante de medula éssea-TCTH, (b) avaliar a frequéncia
¢ intcnsidade da mucosite em pacientes submetidos ao TCTH e (c) verificar se os polimorfismos
dos genes IL1B, IL1IRN, IL6 e TNF alfa influenciam na ocorréncia e na gravidade da mucosite
em pacientes submetidos ao TCTH.-

III - SUMARIO

Projeto de doutorado em Estomatopatologia. Estudo retrospectivo, realizado a partir de
amostras de DNA de pacientes submetidos a transplante mieloablativo de células tronco
hematopoiéticas no periodo de 2003 a 2008, na Unidade de Transplante de Medula Ossea do HC
Unicamp. As amostras sdo provenientes do Laboratério de Anélise Molecular de Polimorfismos
do Hemocentro-Unicamp. Os dados referentes a histéria médica e manifestagdes orais clinicas
serdo obtidas a partir dos prontuarios médicos e da Central de Analise de Dados e Estatistica
(CADE) do Hemocentro-Unicamp. Os sujeitos de pesquisa e/ou responsévcis legais receberfio o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Apés a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, as amostras cstocadas dos sujeitos serdo reavaliadas para pesquisa de
polimorfismos génicos por técnica de PCR. O projeto sera realizado no Hemocentro Unicamp,
contando com autorizagdo dos responsaveis pela Unidade.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Ap6s respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Rcsolugdo CNS/MS 196/96 ¢ suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.
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