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0 que importa é que sempre é possivel
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Paulo Roberto Gaefke



RESUMO

Apesar dos avangos, a doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH)
ainda ¢é principal complicagdo pos-transplante alogénico de células-tronco
hematopoéticas (alo TCTH), que limita sobrevida e induz maior morbidade nos
pacientes. A descoberta de proteinas diferentemente presentes na DECH pode
ser capaz de tornar o diagnostico mais precoce e preciso, além de permitir melhor
tratamento. Neste contexto, o estudo dos proteomas busca encontrar proteinas
que funcionem como biomarcadores e a utilizacdo da saliva para este fim
apresenta vantagens por apresentar coleta nao invasiva, indolor e de baixo custo.
O objetivo deste estudo foi o de avaliar prospectivamente o proteoma salivar em
pacientes submetidos ao alo TCTH e comparar a perfil das proteinas em pacientes
que desenvolveram a DECH (DECH+) e os que nao desenvolveram (DECH-),
elaborando um painel de potenciais biomarcadores para esta doenca. Foram
incluidos neste trabalho 20 pacientes submetidos ao transplante alogénico de
células-tronco hematopoéticas na Unidade de Transplante de Medula Ossea do
Hospital de Clinicas da Unicamp. Todos os pacientes foram submetidos a
avaliagdo odontolégica e adequagédo do meio bucal quando necessario, além de
serem avaliados para grau de mucosite, parametros clinicos de hipossalivagao e
avaliacdo das lesbdes orais de DECH. Foram coletadas amostras de saliva ndo
estimulada em 3 periodos: pré-TCTH, no d+8-10 e d+ 80-100. Adicionalmente, foi
avaliado o fluxo salivar dos pacientes em todas as coletas. Todas as amostras
foram acondicionadas com inibidores de proteases para avaliagao protedmica. A
analise das amostras foi realizada por espectrometria de massas apos digestao
com ftripsina e separagcao dos peptideos por uma coluna reversa de nano-
cromatografia liquida. Os dados obtidos foram confrontados com o banco
International Protein Index (IPl) human utilizando o software Mascot v.2.3.2.0 ® e
os arquivos resultantes da busca foram carregados no software Scaffold ®. As

proteinas que mostraram variagdo em razao de 100% (< 0,5 e >2) entre os grupos
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DECH+ e DECH- no periodo d+8-10 para d+80-100 foram consideradas
significativas. Nao houve correlagéo estatisticamente significativa dos parametros
clinicos de hipossalivagdo com o grupo DECH+. Entretanto na avaliagcao
longitudinal dos pacientes, a presenca de saliva espessa e viscosa mostrou-se
significativa (p = 0,003). Foram identificadas 69 proteinas nos pacientes avaliados,
sendo as mais frequentes relacionadas a defesa e imunidade. No presente estudo,
dez proteinas mostraram alteragdo no grupo DECH+, porém 4 estavam presentes
em apenas uma amostra com a doenga. Portanto, as proteinas Lactoferroxin-B,
IGL@ protein, Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B, Cystatin-SA,
Cystatin-S e Prolactin-inducible protein foram consideradas como potencias
biomarcadores para a doencga do enxerto contra hospedeiro.

Palavras-chaves: protedmica; transplante de medula éssea; doenca enxerto-

hospedeiro; saliva; espectrometria de massas.
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ABSTRACT

The graft-versus-host disease (GVHD) remains the major clinical
complication of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT),
limiting survival and inducing major morbity. Differently expressed proteins in
GVHD have the potential of improving early and accurate diagnosis, also allow a
better treatment. Proteome analysis is emerging for the discovery of proteins which
function as biomarkers and saliva can be useful for this purpose because offers an
easy, inexpensive, safe, and non-invasive approach. The aims of this study were to
evaluate salivary proteome in patients underwent allo-HSCT and compare the
proteins expressions between patients with and without GVHD and elaborate a
panel of possible biomarkers for this condition. Twenty patients underwent allo-
HSCT at the Bone Marrow Transplantation Unit - UNICAMP were enrolled in this
study. Patients underwent dental evaluation before HSCT and oral environment
stabilization were performed when necessary. Also, an evaluation of grade of
mucositis, clinical signs of hyposalivation and oral GVHD lesions. Unstimulated
saliva samples were collected on 3 different times: pre-HSCT, d+8-10 e d+ 80-100.
Additionally, the unstimulated salivary flow rate was measured. Thus, these
samples were stored with protease inhibitors for proteomic evaluation. The
samples were analysed by mass spectrometry after protein digestion with trypsin
and peptides separated by a Reverse Phase-nanoUltra Perfomance Liquid
Chromatography. Protein search was performed using the Mascot v.2.3.2.0 ®
engine against International Protein Index (IPl) human Database and the output
files of the searches were loaded onto Scaffold software ®. The proteins which
showed 100% fold change (< 0,5 e >2) between d+8-10 and d+80-100 were
significant. There was no statistically significant correlation of clinical parameters of
hyposalivation with GVHD+ group. However in the longitudinal assessment of
patients, the presence of thick and viscous saliva was significant (p = 0,003). Sixty

nine proteins were identified and the majority was involved in defense and
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immunity. The results indicated ten proteins differentially expressed in GVHD+
group, but 4 were presented only in one sample with disease. Therefore,
Lactoferroxin-B, IGL @ protein, Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B,
Cystatin SA, Cystatin-S and Prolactin-inducible protein were identified as potential

biomarkers for graft-versus-host disease.

key-words: Proteomics; Bone Marrow Transplantation; Graft vs Host Disease;
saliva; Mass Spectrometry
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1.INTRODUCAO

Atualmente, a ciéncia vive a era pdés-genémica, onde a sequéncia de um
gene nao deve mais ser considerada isoladamente na predigcdo de sua funcéo.
Neste contexto, o estudo das proteinas ou protedmica tem sido ampliado para

melhor entendimento dos processos celulares (Wilkins et al., 1996).

Muitas das tecnologias hoje utilizadas na protedbmica foram desenvolvidas
muito antes do inicio desta fase. No entanto, foi o dominio da espectrometria de
massas que permitiu o avango do sequenciamento de proteinas e possibilitou o

“Aa

surgimento e desenvolvimento desta nova “6mica” (Tyers & Mann, 2003).

A protebmica emerge também na pesquisa clinica por se acreditar que as
proteinas presentes nos fluidos corporais possam refletir as condicdes de saude
ou de doencga. (Weissinger et al., 2006; 2007). Acredita-se, portanto, que algumas
proteinas poderiam funcionar como biomarcadores para diversas doengas, o que
poderia influenciar no tempo diagnéstico e no tratamento de pacientes (Zhang et
al., 2012).

Apesar dos avancos clinicos, a doenca do enxerto contra hospedeiro
(DECH) ainda ¢é a principal e mais grave complicagdo apés o transplante alogénico
de células-tronco hematopoéticas, interferindo na qualidade de vida dos pacientes
(Reddy, 2008; Schubert &Correa, 2008). O diagnéstico da DECH é dependente
dos sintomas clinicos, além da necessidade da confirmagao pela bidpsia dos
orgaos afetados em alguns casos (Kaiser et al.,2004; Weissinger et al., 2007,
Paczesny et al., 2009, 2013).

Neste contexto, a identificagdo de biomarcadores que possam predizer ou
mostrar esta condicdo antes do comego dos sintomas; ou que possa distinguir a

DECH de outras condicbes que apresentem sintomas semelhantes; ou que



estratifique os pacientes de acordo com o a resposta a terapia € um desafio que

pode trazer beneficios ao tratamento desta doencga (Choi et al., 2010).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar prospectivamente a expressao
de proteinas salivares em pacientes submetidos ao alo TCTH, comparando a
expressdo das proteinas salivares em pacientes que desenvolveram e nao
desenvolveram a doenga do enxerto contra o hospedeiro apos o transplante. Além
disso, elaborar um painel das proteinas eleitas como potenciais biomarcadores
para a DECH.



2.REVISAO DA LITERATURA

2.1. PROTEOMICA
2.1.1. Definicao e metodologias

O termo protedbmica, introduzido em 1995, é a ciéncia da area da
biotecnologia que estuda o conjunto de proteinas (proteoma) expressas por um
gene, ou por uma célula, tecido ou mesmo por um organismo em determinado

periodo sob condi¢cbes definidas (Wasinger et al., 1995; Wilkins et al., 1995).

A analise protebmica € um campo que emerge também na pesquisa
clinica, pois na era pds-genbmica o reconhecimento das proteinas sintetizadas
pelos genes tornou-se fundamental como complementacdo ao conhecimento
gendmico (Weissinger et al., 2006). As proteinas e polipeptideos encontrados nos
fluidos corporais possuem o produto final das informacdes celulares e teciduais,
portanto acredita-se que as alteragdes destas moléculas possam oferecer uma
visdo de diferentes condicbes de saude e de doencga (Weissinger et al., 2006,
2007; Nagler, 2009; Al Kawas et al., 2011; Zhang et al., 2012).

A utilizacdo dos estudos de protebmica para determinacdo de
biomarcadores pode auxiliar no diagnéstico precoce de doengas e na evolugao
das respostas aos tratamentos. Além de oferecer uma nova perspectiva na

evolugdo do acompanhamento médico de pacientes. (Zhang et al., 2012).

Para tanto, tem-se discutido os critérios que definem a aplicagdo clinica
desses estudos, como (1) a identificagdo de biomarcadores especificos
associados com o estado de saude ou doenga; (2) o seguimento de sua
abordagem né&o deve ser invasiva para que possam ser detectados e monitorados,
assim bem como as tecnologias empregadas para discrimina-los (Zhang et al.,

2012). Atualmente, o aperfeicoamento da eficacia e acuracia das tecnologias de



protedmica torna o diagndstico molecular uma realidade mais préxima da rotina
clinica (Zhang et al., 2012).

A maioria das metodologias de protedmica, sem utilizagdo de anticorpos, €
baseada na espectrometria de massas (EM). Sendo esta uma ferramenta precisa
para a caracterizacdo e avaliagdo de alteragcdes qualitativas e quantitativas das
misturas complexas de proteinas (Boja et al., 2011; Paczesny, 2012). Os tipos
mais utilizados de técnicas que envolvem a EM para protedbmica clinica sdo: (1)
impressao digital do mapa peptidico (peptide mass fingerprint), utilizada para
identificar proteinas em bancos de sequéncias sem a necessidade de sequenciar
a proteina em estudo. Os valores resultantes dessa analise, expressos na relacao
massa/carga (m/z) dos peptideos intactos, sdo correlacionados as proteinas de
um banco de dados especifico; (2) Shotgum proteomics que permite a
identificagdo de proteinas em misturas complexas utilizando uma combinacéo da
cromatografia liquida de alta perfomance (High Performance Liquid
Chromatography-HPLC) com espectrometria de massa em tandem (MS/MS), na
qual ocorre a fragmentacdo dos peptideos em aminoacidos possibilitando
determinar a relacdo m/z desses residuos. Essa relagcao permite a identificagcao de
sequéncia de aminoacidos, o que torna possivel o trabalho com genomas nao
sequenciados e moléculas desconhecidas (Cunha et al, 2006; Salvato &
Carvalho, 2010).

Um espectrdmetro de massas é formado basicamente de trés partes: o
sistema de ionizacdo das moléculas, que € responsavel por vaporiza-las e
carrega-las eletricamente; o analisador de massas, que separa os ions resultantes
e o detector, responsavel pela conversao dos feixes de ions em sinais elétricos. A
molécula deve estar na forma ionizada e no estado gasoso para que possa ser
analisada no espectrdmetro de massas (Cunha et al., 2006; Salvato & Carvalho,
2010).



Duas técnicas de ionizagdo sdo predominantes na analise de proteinas: (1)
dessorcéo a laser (MALDI -matrix- assisted laser desorption ionization), na qual a
mistura proteica ou peptidica € misturada a uma matriz acida e irradiada com um
feixe de laser, cuja energia resultante causa dessor¢gdo da molécula. A matriz
acida transfere protons para moléculas de proteinas, tornando-as ionizadas
positivamente e passando-as ao estado gasoso; (2) Eletropulverizagcdo ou ESI
(electrospray ionization), onde a proteina é dissolvida em solug&o acidificada que
€ pulverizada em uma agulha metalica ou um capilar de vidro revestido de metal,
sendo submetido a intenso campo elétrico, causando a ionizagdo. No sentido
contrario ao da pulverizagdo, uma corrente de gas inerte flui causando a
dessolvatagdo (remogado do solvente da amostra liquida), tornando-a gasosa.
(Cunha et al., 2006; Salvato & Carvalho, 2010) (Figura 1).
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Figura 1- A Diagrama de um espectrdmetro de massas com dessorg¢ao/ionizagéo por laser. B
Diagrama de um espectrémetro de massas com ionizagao por spray eletrostatico (ESI).
Fonte: Colnago et al., 2002

Os principais analisadores de massas sao: (1) Tempo de voo, conhecido
como TOF (time-of-flight), onde as moléculas ionizadas e aceleradas s&o langadas
em um tubo sob vacuo e sem campo elétrico para medida do seu tempo de voo
até um detector, sendo este tempo proporcional a massa molar da molécula; (2)

Quadrupolo (Q) que utiliza a condugdo de moléculas ionizadas entre quatro



cilindros metalicos conectados a fontes de radiofrequéncia para fazer
determinados grupos de ions chegarem ao detector; (3) Aprisionamento de ions
ou IT (ion trap), onde as moléculas sao conduzidas para dentro de um
compartimento no qual existe um forte campo eletromagnético, onde ficam
aprisionadas e s&o liberadas individualmente (Cunha et al, 2006; Salvato &
Carvalho, 2010) (figura 2).
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Figura 2- Tipo de analisadores de massas: A Esquema de um analisador tipo TOF; B
Esquema de um analisador ion-trap; C sistema de quadrupolos.
Fonte: (A) Ardrey,2003; (B e C) Chiaradia et al., 2008

A tandem-MS ou MS/MS pode ser entendida como espectrometria de

massas de modo sequencial que requer equipamentos apropriados chamados de



hibridos, pois apresentam mais de um analisador de massas. Os mais comuns

s&o o triplo-quadrupdlo (Q-Q-Q), quadrupdlo-TOF (Q-TOF), TOF/TOF (Figura 3).

quadrupolo TOF (time of flight)
[—A—\ r =k

d /’ \;- M -ﬁl Y [iﬂ: s
= ]

H:J B =l

Figura 3- Exemplo de equipamento hibrido contendo um analisador quadrupolo e
outro time of flight, denominado de Q-TOF.

2.1.2. Fluidos corporais como meio de diagndstico

O sangue tem sido tradicionalmente o fluido corporal utilizado ha varias
décadas pela comunidade médica como meio de diagndstico e controle para
diversas doencgas (Bigler et al., 2009). Por esta razdo, também tem sido utilizado
em alguns estudos de protebmica para a descoberta de biomarcadores.
Entretanto, o sangue apresenta desvantagens por ser um meio complexo e que
pode exibir variagcbes das expressdes das proteinas de processos patoldgicos

ocorridos anteriormente ao estado atual do organismo (Streckfus & Dubinsky,
2007; Bigler et al., 2009).



Exemplo de utilizacdo de fluidos corpdéreos nos estudos de protedmica
podem ser vistos nos trabalhos publicados por Kaiser et al. (2004) e Weissinger et
al.(2007). Ambos autores utilizaram a urina para analise por EM de peptideos que
pudessem identificar precocemente aqueles pacientes que desenvolveriam
complicagdes apds o transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH). Os
resultados de Kaiser et al. (2004) permitiram a identificagdo de dezesseis
peptideos para doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH), assim como a
diferenciacdo desta doenga de septicemia. Enquanto Weissinger et al.(2007)
detectaram treze peptideos que permitiram a identificagcdo das amostras de DECH
aguda com 95% de confianga. A analise da urina pode ser considerada como um
método rapido, reprodutivel e sensivel na determinagcdo das complicagcbes pos-
TCTH.

Além do sangue e urina, a saliva também tem sido utilizada em diversos
estudos para identificagdo de biomarcadores (Giusti et al,, 2007; Rudney et al.,
2009; Ferraccioli et al., 2010; Haigh et al., 2010; Hu et al., 2011). A saliva oferece
diversas vantagens para o propodsito diagnostico quando comparado aos outros
fluidos corporais. Primeiramente, a coleta é n&o invasiva, indolor e de baixo custo.
Além disso, a composicao salivar apresenta menos sal quando comparada a urina
e a concentracdo de proteina total ndo é representada pela contribuicdo de um
pequeno grupo prevalente de proteinas, como € o caso da albumina nos produtos
derivados do sangue (Bigler et al., 2009; Amado et al., 2012; Zhang et al., 2012).

Outra caracteristica da saliva € que as amostras sédo de facil preparacéo,
pois exigem apenas centrifugagcdo antes do armazenamento e a adigdo de um
coquetel de inibidores de proteases para reduzir degradagdo das proteinas para

armazenamento por periodo prolongado (Bigler et al., 2009).

2.1.3- Proteoma normal da saliva humana



Antes do estudo de biomarcadores para as mais diversas doengas foi
necessario mapear o proteoma da saliva humana em condi¢gées normais. Devido a
esta necessidade, o trabalho colaborativo de trés grupos de pesquisas dos
Estados Unidos (Denny et al., 2008) contribuiu para a produgédo de um catalogo de
proteinas da saliva humana coletada das glandulas parétidas e submandibulares.
Este estudo demonstrou que 174 de 657 proteinas encontradas no plasma e 236
de 467 proteinas achadas em lagrimas também estavam presentes na saliva
(Denny et al., 2008) mostrando portanto a validade da inclusdao da saliva em

estudos de biomarcadores.

O resultado da analise protedmica da saliva publicado por Xie et al.(2005)
mostrou 918 tipos moleculares encontradas na saliva de um voluntario saudavel.
Entretanto, foram identificadas com alta confiabilidade 437 proteinas.
Considerando a escassez de informagdes sobre o proteoma salivar, um banco de
dados foi criado pelo National Institute for Dental and Craniofacial Research
(NIDCR) que teve como objetivo coletar a maior quantidade de informacdes

possiveis das proteinas e peptideos presentes na saliva (Hu et al., 2007a).
2.1.4. Proteoma salivar humano e doencas orais

Alguns estudos na area da protedmica tém surgido para avaliagado de carie
dentaria e doenca periodontal. Rudney et al.(2009) utilizaram de abordagem
protedmica para identificar possiveis biomarcadores para demonstrar
susceptibilidade dos pacientes a carie dentaria. A comparacao da saliva total de
pacientes considerados de alto risco e baixo risco para o desenvolvimento de carie
mostrou que niveis reduzidos das proteinas estaterina e cistatina S truncada séao
potenciais indicadores de risco para esta doencga. Estes resultados sugeriram uma
possivel associacdo entre as fungbes moleculares dessas proteinas e

propriedades antimicrobianas da saliva.



Mungia et al.(2008) demonstraram associagao positiva entre experiéncia
de carie dentaria, idade do paciente e a concentragdao das proteinas lactoferrina,
albumina, lisozima, mucina e cistatinas na saliva das glandulas submandibular e
sublingual. Além disso, foi observada associagdo com componentes inorganicos,

como potassio, calcio, sodio e cloro.

Varios sao os trabalhos publicados sobre alteragdes de proteinas salivares
na doencga periodontal, envolvendo a identificacdo de biomarcadores para
diagnostico e, mais frequentemente, prognéstico desta doenga (Gongalves et al.,
2010; Haigh et al., 2010; Gongalves et al., 2011).

Gongalves et al. (2010) compararam o proteoma salivar em pacientes
saudaveis e com periodontite cronica. Nos pacientes com a doenga periodontal foi
observado aumento de proteinas sanguineas, incluindo as imunoglobulinas, além
de baixa quantidade de cistatina em comparagdo com o grupo controle. Os
pacientes com periodontite grave investigados por Haigh et al.(2010) tiveram a
saliva coletada antes e apods tratamento da doenca. Estes autores observaram
quantidade aumentada da proteina S100 antes do tratamento, relacionada a

regulacao da inflamacgéo.

Outro campo de estudos em protedbmica salivar esta na identificacdo de
marcadores de neoplasias orais (Nagler et al., 2006; Hu et al., 2007b; Nagler,
2009). Hu et al(2007b) através do uso da espectrometria de massas,
identificaram peptideos e proteinas no fluido oral potencialmente uteis para
deteccéo do carcinoma espinocelular oral (CEC). Nagler et al.(2006) investigaram
seis marcadores tumorais circulatérios na saliva dos pacientes com CEC oral, que
foram a Cyfra 21-1, antigeno polipeptidico tecidual (TPS), CA125, antigeno
carcinoembriogénico (CEA), antigeno do carcinoma de células escamosas (SCC)
e CA19-9. Estes autores encontraram um aumento de 400% na concentragao

salivar das trés primeiras proteinas descritas nos pacientes com o tumor.
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2.1.5. Proteoma salivar humano e as doencas inflamatorias

As proteinas salivares também foram utilizadas para estudo de doencas
inflamatorias que possuem manifestacées orais. Yang et al.(2006), avaliaram
pacientes com liquen plano oral e observaram niveis aumentados de pré-
calicreina urinaria e uma diminuigdo de PLUNC (Palate, lung, and nasal epithelium
carcinoma associated protein) na saliva, caracterizando potenciais biomarcadores

para esta doenca.

Por atingir diretamente as glandulas salivares, a sindrome de Sjogren
também teve o proteoma salivar amplamente estudado (Giusti et al, 2007,
Ferraccioli et al., 2010; Hu et al., 2011). Ryu et al.(2006) utilizaram eletroforese 2-
D e em seguida EM SELDI-TOF (Surface-enhanced laser desorption/ionization) e
identificaram o perfil proteico da saliva coletada da pardtida nestes pacientes
apresentava uma mistura de proteinas inflamatérias aumentadas e diminui¢cao de

proteinas acinares quando comparadas com 0s pacientes sem sindrome.

Giusti et al. (2007) também encontraram proteinas pré inflamatodrias, tais
como ciclofilina A e calgranulina em pacientes com SS e que nado foram
observadas no grupo controle. Enquanto Fleissig et al. (2009) identificaram dois
padrbes de expressdo de proteinas salivares no grupo com SS, porém nao
demonstraram nenhuma associagao com o grau clinico, sorologico ou histoloégico

da doenca.
2.1.6. Prote6mica salivar e o TCTH

O estudo da saliva nos pacientes submetidos ao TCTH é um topico que tem
sido discutido principalmente pelo envolvimento das glandulas salivares no ambito
do TCTH. No entanto, grande parte destes estudos objetivou avaliar dados de
fluxo salivar, alteragbes de componentes inorganicos e de proteina total (Nagler et
al., 1996a,b; Nagler et al.,1997; Nagler & Nagler, 2001).
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Nagler et al. (1997) demonstraram diminuigdo do fluxo salivar nos
pacientes submetidos a imunoterapia com inteleucina-2/Interferon-a (IL-2/IFN-a)
apos transplante autdlogo de células hematopoéticas. Estes autores também
observaram aumento da concentragao de potassio e diminuigdo do sodio na saliva
estimulada da glandula parétida, além disso, a concentragdo da proteina total ndo

foi alterada pela terapia (Nagler et al.,1997).

Diversos estudos, tanto em modelos animais como em humanos,
demonstraram uma taxa em torno de 55-90% de diminuicdo no fluxo salivar de
pacientes com DECH (Nagler et al, 1996a; b; Nagler & Nagler, 2001). Um aumento
significante na concentragao salivar de sodio, magnésio, fator de crescimento
epidermal, proteina total, albumina e IgG foi observado na saliva de pacientes com
DECH quando comparados aos controles nestes estudos (Nagler et al, 1996a; b;
Nagler & Nagler 2001).

Em 2007, Imanguli et al. publicaram um estudo inicial sobre proteoma
salivar nos pacientes submetidos ao transplante alogénico de células tronco-
hematopoéticas. Nesta publicagdo os autores usaram o espectrometro de massas
SELDI-TOF e eletroforese 2D para identificacdo das proteinas alteradas no pré-
TCTH, um més e seis meses apds alo TCTH. As proteinas lactoferrina, cistatina
SN, albumina e amilase salivar se mostraram aumentadas um més apos o alo
TCTH, sendo que as duas primeiras possuem propriedades antimicrobianas e
imunoregulatérias (Imanguli et al., 2007). Essas proteinas teriam um potencial

para compor um painel de proteinas salivares na determinagao da DECH.

Recentemente, Bassim et al. (2012) publicaram estudo utilizando
espectrometria de massas para avaliagdo protedbmica salivar dos pacientes com
DECH. Estes autores avaliaram a expressao de proteinas num grupo de pacientes
que apresentaram a doencga oral com um grupo sem manifestacdo oral, onde
observaram doze proteinas identificadas somente no ultimo grupo. Estes autores

também conseguiram observar redugdo das proteinas lactoperoxidase,
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lactotransferrina, e de varios inibidores de cisteina proteinase nos pacientes com
DECH oral, sugerindo uma imunidade antimicrobiana oral comprometida nestes

pacientes (Bassim et al., 2012)

O estudo proteémico no ambito do transplante alogénico de células-tronco
hematopoéticas pode auxiliar na identificacdo daqueles pacientes que apresentam
potencial para o desenvolvimento da doenga do enxerto contra o hospedeiro, o

que pode ter grande repercussao no tratamento desse grupo de pacientes.
2.2-.DOENCA DO ENXERTO CONTRA HOSPEDEIRO (DECH)

A DECH é considerada principal complicagdo do transplante alogénico de
células-tronco hematopoéticas (alo TCTH), limitando a sobrevida e causando
maior morbidade (Reddy et al, 2008).

A DECH é uma condigao imunologicamente mediada, em que os linfocitos
T imunocompetentes do doador reconhecem os antigenos de histocompatibilidade
do hospedeiro como estranhos. Desta maneira, estas células T reagem
diretamente contra os tecidos dos pacientes, ou através de uma resposta
inflamatdria exagerada (Schubert &Correa, 2008; Choi et al., 2010). No contexto
das malignidades hematoldgicas, existe um equilibrio delicado entre as
consequéncias graves da DECH e os efeitos benéficos incorridos quando os

linfécitos do doador atacam as células malignas do receptor (Choi et al., 2010).

Billingham (1966) definiu trés condigdes fundamentais para o
desenvolvimento da DECH: (1) presenca de células imunocompetentes no
enxerto; (2) o receptor deve expressar antigenos de histocompatibilidade nao
presentes no doador; (3) receptor deve ser incapaz de promover resposta efetiva

para eliminar as células transplantadas.

A DECH se apresenta duas formas principais: aguda (DECHa) e crdnica
(DECHc). O consenso atual do National Institute of Health (NIH) dos Estados
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Unidos € que manifestagdes clinicas determinam quando a DECH é aguda ou
crénica (Filipovich et al., 2005).

2.2.1. Doenca do enxerto contra hospedeiro aguda

A DECHa inclui DECH aguda classica, ocorrendo dentro de 100 dias apds
alo TCTH ou infusdo de leucécitos do doador (ILD); e a DECHa persistente,
recorrente ou aguda de inicio tardio (aguda tardia), ocorrendo mais de 100 dias
ap6s o TCTH ou ILD (Filipovich et al., 2005).

A DECHa é a resposta exacerbada dos mecanismos de inflamag¢do normais
que envolvem as células T do doador e multiplas células inatas e adaptativas e
mediadores. Trés fases sequenciais foram conceitualizadas para ilustrar as
interacbes e cascatas inflamatérias que envolvem a DECHa: (1) ativagdo das
células apresentadoras de antigenos; (2) ativagao, proliferagédo, diferenciacao e
migracéo das células T do doador; (3) fase efetora, onde ocorre a destruigdo do
tecido alvo (Reddy et al, 2008; Ferrara et al., 2009; Choi et al., 2010).

Na primeira fase ocorre ativagao das células apresentadoras de antigenos
através do dano gerado ao tecido hospedeiro pela doenga de base e o regime de
condicionamento pré-transplante. A resposta do tecido hospedeiro é a ativacéo de
citocinas inflamatorias, antigenos de MHC e moléculas coestimulatérias de células
apresentadoras de antigenos (Reddy et al, 2008; Ferrara et al., 2009; Choi et al.,
2010).

Na segunda fase ocorre a proliferagcdo e diferenciacédo das células T do
doador em resposta as células apresentadoras de antigenos do hospedeiro. Na
ultima fase as células T ativadas produzem células efetoras adicionais que
medeiam o dano tecidual, incluindo os linfécitos T citotoxicos, células Natural killer
(NK), TNFa e IL-1. O TNFa pode causar destruicao tecidual direta pela indugéo de

necrose e apoptose na pele e no trato gastrointestinal (TGlI).
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A DECHa envolve principalmente trés sistemas de o6rgéos: a pele, trato
gastrointestinal (TGI) e o figado. A pele é mais comumente afetada, apresentando
normalmente erupgdes cutdneas, podendo ocorrer bolhas e ulceragbes (Goker et
al., 2001; Ferrara et al., 2009; Choi et al.,, 2010). As primeiras manifestacdes da
DECH em figado sdo a ictericia com hiperbilirrubinemia conjugada e uma
elevagao da concentracado de fosfatase alcalina. Enquanto o envolvimento do TGl
geralmente é marcado por diarreia e coélicas abdominais (Goker et al, 2001,
Ferrara et al., 2009; Choi et al, 2010).

2.2.2. Doencga do enxerto contra hospedeiro crénica

A DECHc é a principal causa de morte tardia ndo relacionada a recaida
apés alo TCTH e estad associada com a diminuigdo na qualidade de vida dos
pacientes (Filipovich, 2008; Schubert &Correa, 2008; Ferrara et al., 2009). A
sindrome tem caracteristicas parecidas com disturbios imunoldgicos e auto-
imunes, tais como a esclerodermia, SS, cirrose biliar primaria, sindrome de
caquexia, bronquiolite obliterante (BO), citopenias imune, cronica e

imunodeficiéncia (Filipovich et al., 2005).

No entanto, o entendimento da patofisiologia da DECH crénica (DECHCc)
nao é tado avancado como a DECHa. As células T aloreativas foram implicadas na
patogénese, no entanto, o papel exato de subtipos de células T especificas,
autoantigenos, aloantigenos e células B, além das interagdes de quimiocinas e
citocinas, nao foi completamente esclarecido (Vogelsang et al., 2003; Choi et al.,
2010). Ambos os linfocitos CD4 + e CD8 + foram implicadas como mediadores
primarios da DECHc. Isto se baseia na hipotese de que o sistema imunitario
reconhece os antigenos do doador com excegdo do antigeno de leucécitos
humanos (HLA) como alvos de ataque. Diferencas no HLA do doador e

hospedeiro formam a base do ataque imunolégico (Reddy et al, 2008).
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O diagnostico de DECHc é baseado em sinais especificos mais do que no
tempo pdés-transplante, sendo necessaria para o diagnéstico a presenga de pelo
menos um sinal clinico de diagnéstico de GVHDc ou a presenga de pelo menos
uma manifestacdo clinica distinta, confirmado por bidpsia ou outros testes
relevantes no mesmo 6rgao ou em outro (Filipovich et al., 2005; Filipovich, 2008).
Para o diagnéstico da DECHc também ha sinais e sintomas que a caracterizam,
podendo envolver a pele e anexos, boca, olhos, genitalia feminina, eséfago,

pulmdes e tecidos conjuntivos (Tabela 1) (Filipovich et al., 2005; Filipovich, 2008).
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Tabela 1- Sinais e sintomas caracteristicos da Doenga do enxerto contra hospedeiro cronica (Choi et al, 2010)

Orgao ou local Diagnéstico (suficiente para Distintivo (presente em Outras carcteristicas Comum (atividade com
estabelecer o diagndstico de DECHc, mas insuficiente DECH aguda e cronica)
DECHc) isoladamente para
estabelecer o diagnéstico da
DECHc
Pele Poiquilodermia Despigmentagao Diminuigao do suor Eritema
Caracterisitcas semelhantes a Ictiose erupg¢des maculopapulares
Liquen plano, Morféia ou liquen Queratose pilar prurite
escleroso Hipopigmentagéo
hiperpigmentacéo
Unhas Distrofia
sulco longitudinal,
divisas ou caracteristicas
quebradicas
Couro Aparecimento de cicatrizes Cabelos ralos, tipicamente
cabeludo e Alopecia (depois da irregular, grosseiro, ou sem
pelos recuperagao da quimioterapia brilho (ndo
Lesbes papuloescamosas explicado por alteragéo
Descamagéao enddcrina ou outras causas)
cabelo grisalho prematuro
Boca Lesdes liquendides Xerostomia Gengivite
Placas hiperqueratéticas Mucoceles Mucosite
Restricdo abertura bucal por Atrofia de mucosa Eritema
esclerose Pseudomembranas ulceras Dor
Olhos Olhos secos, arenosos ou Fotofobia
doloridos Hiperpigmentagao periorbital
Blefarite
Genitélia Lesbes semelhantes a liquen Eroséao, Fissuras
plano Ulceras
cicatrizes vaginal ou estenose
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TGI Teias esofagicas Insuficiéncia pancreatica Anorexia
Estenoses no terco superior ao exdcrina Nausea
médio do esbfago Vomitos
Diarreia
Perda de peso
Falha de crescimento (bebés
e criangas)
Bilirrubina total, fosfatase
alcalina 2x maior que o
normal
ALT ou AST 2 x maior que o
normal
Pulmdes Bronquiolite obliterante Bronquiolite obliterante Bronquiolite obliterante com
diagnosticado com biopsia de diagnosticado com e teste pneumonia em organizagao
pulméo de fungéo pulmonar e
radiografia
Musculos, Fascite Miosite de polimiosite Edema
fascia, Rigidez articular ou contraturas Caibras musculares
articulagbes secundaria a esclerose Artralgia ou artrite
Trombocitopenia
Hematopoéticos Eosinofilia
e imunes Linfopenia
Hipo ou
hipergamaglobulinemia
Auto-anticorpos (anemia
hemolitica autoimune e purpura
trombocitopénica idiopatica)
Derrame pleural ou pericardico
Outros Ascite

Neuropatia periférica
Sindrome nefrética
Miastenia grave
Anormalidade da condugao
cardiaca ou cardiomiopatia
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O envolvimento oral € um componente frequente na DECHc, sendo
importante e util no diagndstico e estadiamento da doenca. A frequéncia do
acometimento oral tem sido relatada em 72% a 83% dos pacientes com
DECHc (Schubert &Correa, 2008). Como descrito na tabela 1, as
caracteristicas principais da DECHc oral incluem: inflamagdo da mucosa,
lesdes liquendides (estrias, placas, papulas ou manchas), atrofia, ulceragbes
pseudomembranosas, mucoceles e fibrose perioral (Imanguli et al., 2008;
Schubert & Correa, 2008) (Figura 4).

Figura 4- (A) mucosa jugal eritematosa com ulcera pseudomembranosa (B) mucoceles em
palato (C) labio inferior com alteragéo de coloragao e fibrose inicial (D) lesdes liquendides

em lateral de lingua.
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O NIH considera para estadiamento da DECHc oral somente eritema,
lesdes liquendides, ulceras e mucoceles. O escore da boca varia entre 1 -15 de
acordo com a extensdo/numero destas alteragbes da mucosa (Filipovich et al.,
2005; Filipovich, 2008).

O diagnostico de DECH é baseado em critérios clinicos, sendo necessaria a
bidpsia de determinados érgaos para confirmagéao em alguns casos. Alguns dados
laboratoriais ou estudos de imagens também podem ser uteis para o diagnostico.
No entanto, os pesquisadores ainda buscam por um teste laboratorial que possa
predizer ou mostrar esta condicdo antes do comeco dos sintomas. Assim como,
distinguir a DECH de outras condigdes que apresentem sintomas semelhantes, ou
que estratifique os pacientes de acordo com o a resposta a terapia (Choi et al.,
2010).

Dessa forma, o estudo da protedmica para elaborar um painel de possiveis
biomarcadores com significado diagndstico e progndstico podera permitir a
identificagdo de grupo de pacientes com risco aumentado e eventualmente,
melhorar o tratamento da DECH e das demais complicagdes pés alo TCTH (Kaiser
et al,2004; Weissinger et al., 2007; Paczesny et al., 2013).
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3. PROPOSICAO

3.1. Objetivo geral:

- Avaliar o proteoma salivar em pacientes submetidos ao transplante

alogénico de células-tronco hematopoéticas

3.2. Objetivos especificos:

3.2.1- Comparar o perfil das proteinas salivares em pacientes que desenvolveram
e nao desenvolveram a doenga do enxerto contra hospedeiro apds o transplante
alogénico de células-tronco hematopoéticas

3.2.1 — Elaborar um painel de proteinas salivares que possam ser estudadas como

biomarcadores para a doenga do enxerto contra hospedeiro
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4.MATERIAL E METODOS

4.1.Desenho do estudo

Este foi um estudo observacional, longitudinal, prospectivo, que incluiu
pacientes portadores de doencas hematoldégicas malignas e n&o malignas
submetidos ao primeiro transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas,
mieloablativo ou ndo mieloablativo na Unidade de Transplante de Medula Ossea

do Hospital de Clinicas da Unicamp, durante o periodo de 2010 a 2012.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM), UNICAMP, parecer N.° 1297/2010 (Anexo
I). Todos os participantes do estudo assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo Il: TCLE).

4.1.1. Critério de Inclusao de Pacientes:

Foram incluidos pacientes adultos (idade > 18 anos), de ambos os sexos,
que receberam o primeiro transplante, HLA (Human Leucocyte Antigen)
compativel de células-tronco hematopoéticas, provenientes tanto da aspiracéo da
medula 6ssea (MO) ou por aférese das células progenitoras periféricas (CPP) e
que nao apresentavam progressédo da doenga de base no momento da entrada no

estudo.
4.2. Avaliacgao clinica

Todos os dados e avaliagcbes foram coletados em uma ficha clinica

elaborada especificamente para o estudo (Anexo lll).
4.2.1. Avaliacao clinica pré-TCTH

Todos os pacientes foram submetidos ao exame clinico oral antes do

TCTH, sendo este complementado pela realizagéo de radiografia panoramica para
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avaliagdo das estruturas 6sseas dos maxilares. Quando necessario os pacientes
foram submetidos a tratamento odontolégico, incluindo exodontias dentarias,
tratamento periodontal e adequag&o do meio bucal com o objetivo de remogé&o de

focos infecciosos presentes.
4.2.2. Avaliacao clinica da mucosite

A mucosite oral foi avaliada entre os dias d+8-10, utilizando-se os critérios
estabelecidos pela escala da Organizagdo Mundial de Saude (OMS-1979),

demonstrada na tabela 2 :

Tabela 2- Classificagdo da gravidade da mucosite oral de acordo com a OMS, 1979

Gravidade da mucosite Caracteristicas Clinicas
0 Auséncia de sintomatologia.
1 Inflamacdo da mucosa oral e sensibilidade, sem
Ulceras.
2 Inflamacdo da mucosa oral e presenca de Ulceras,

mas o paciente é capaz de comer normalmente.

3 Paciente ndo é capaz de ingerir dieta sélida, somente
dieta liquida.
4 Paciente & incapaz de comer e beber.

4.2.3. Classificacao e diagndstico da DECH

O diagnéstico da DECH foi realizado baseado nas descrigdes e
classificagées definidas pelo Consenso em DECH do National Institute of Health
(Filipovich et al., 2005). Desta maneira, duas principais formas de DECH sao
reconhecidas: a DECH aguda e DECH cronica, cada uma com duas

subcategorias.

23



A DECH aguda pode ser classica, ocorrendo dentro de 100 dias apés TCTH
ou infusédo de leucdcitos do doador (ILD) e ou persistente, recorrente ou aguda de

inicio tardio (aguda tardia), ocorrendo mais de 100 dias apés o TCTH ou ILD.

A categoria de DECH crbénica inclui a classica, apresentando
manifestacbes que podem ser atribuidas apenas a DECH crénica. A outra
categoria é a sobreposi¢cdo, que tem diagndstico ou manifestagdes distintas de
DECH crénica concomitante com caracteristicas tipicas de DECH aguda. Em
cavidade oral, a manifestacao clinica da DECH cronica oral inclui: a presenca de

lesdes liquendides, eritema, ulceragdes e mucoceles. (Anexo llI- Ficha clinica).
4.2.4- Avaliacao Clinica de Hipossalivacao

Os critérios de hipossalivacao utilizados no estudo foram os anteriormente
publicados por Alborghetti et al. (2005) que incluem: a auséncia de lago salivar
sublingual, o espessamento salivar, a aderéncia da espatula de madeira a mucosa
jugal e a auséncia de secregdo salivar a estimulagdo manual dos ductos das

paroétidas (ducto de Stenon).
4.3-Coleta da amostra de saliva e armazenamento

As coletas de saliva seguiram a metodologia adaptada da publicada por
Davies et al. (2002). Essas coletas foram realizadas no periodo da manha com
intervalo de uma hora apos a refeicdo e/ou com mesmo intervalo da ultima higiene
bucal. Foi solicitado ao paciente que ficasse sentado e antes da coleta deglutisse
a saliva presente na cavidade bucal. A saliva secretada a cada trinta segundos
durante cinco minutos foi coletada em um recipiente estéril e pré-pesado. O fluxo
salivar foi estimado pela quantidade coletada neste e dividida pelo intervalo de
tempo. Uma segunda coleta foi realizada caso a quantidade de 1 mL nao fosse
atingida na primeira. Com objetivo de inibir a agdo das proteases foram

adicionados acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e fluoreto de
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fenilmetilsulfonil (PMSF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) nas amostras de saliva
(Gongalves et al., 2010).

Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em gelo a 4°C e em
seguida, centrifugadas na velocidade maxima de 14000 rpm por 5 minutos para
remocdo de materiais insoluveis, células descamadas e restos alimentares. O
sobrenadante foi acondicionado em tubos de 1,5 ml e armazenado em freezer a
- 80°C.

4.3.1. Periodo de avaliacao clinica e coleta das amostras

Foram planejados trés periodos de coleta de saliva, como abaixo
exemplificados na Figura 5:

Figura 5- Periodos de coleta da saliva para o estudo de analise do proteoma salivar

Pré-TCTH

Avaliacao clinica

[ oral e coleta { drato pe -

Diagnostico de DECHa
(classica, persistente,

recorrente ou tardia)

A 4
. ] ™
Diagnostico de DECHc

(classica ou
sobreposicdo)

d+80-100

TCTH: transplante de células tronco-hematopoéticas; DECH: doenga do enxerto contra

hospedeiro (aguda ou crénica); d+: dias apés o TCTH

4.4. Analise protebmica

4.4.1. Dosagem proteica
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A concentracao proteica total das amostras foi determinada pelo método de
Bradford (1976) protocolo utilizado no Laboratério Nacional de Biociéncias
(LNBIO) para leitura em placa de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
usando albumina bovina (BSA- Bovine serum albumin- Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) como padrdo. As amostras foram plaqueadas com solugdo de Bradford
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) em duplicata em placas de 96 pogos. A
preparacao foi incubada por dez minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz.
Os valores das absorbancias foram determinados a 595nm em um leitor de ELISA
(Bio Rad., Hercules, CA, EUA). A concentragdo proteica da amostra foi
determinada fazendo-se a equagado da curva padrado, utilizando-se o programa
Excel® 2007 (Microsoft, WA, EUA).

4.4.2. Digestao das amostras de saliva

Cinquenta microgramas (ug) da proteina total de cada amostra foram
utilizadas para analise. Primeiramente, foram adicionados 5uL de Ditiotreitol (DTT
— Merck Milipore, Darmstadt, Alemanha) 10mM nas amostras para redugédo das
proteinas a peptideos e incubado por trinta minutos a 60 °C. A seguir, para
alquilagado foram adicionados 5 yL da solugédo de lodoacetamida (IAA- Merck
Milipore, Darmstadt, Alemanha) 50 mM e incubado por mais trinta minutos a
temperatura ambiente e protegido da luz. Posteriormente, foi adicionada uma
solugcdo de tripsina da Promega (Madison, WI, EUA) e as amostras foram
incubadas durante 16 horas a 37°C. No segundo dia do procedimento, foi
adicionado acido férmico (Merck Milipore, Darmstadt, Alemanha) na concentracao
final de 1% com a finalidade de neutralizar a digestdo da tripsina. As amostras
foram centrifugadas a 2500 rpm por dez minutos em temperatura ambiente, sendo
a segquir liofilizadas em centrifuga a vacuo (Speed Vac- Thermo Fischer scientific,

Street Waltham, MA, EUA) e armazenadas a -20°C até a realizagdo da analise.

Para analise no espectrbmetro de massas, os peptideos foram

resuspendidos em 20 uL de acido formico 0,1 % e 4.5 pL da amostra foi separada
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por uma coluna C18 (100um x 100 mm) de fase reversa para nano-cromatrografia
liquida de ultra eficiéncia (RP-UPLC- Reversed-phase Ultra-Performance Liquid
Chromatographic) nanoAcquity (Waters, Milford, MA, EUA) acoplado ao
espectrometro de massas Q-TOF Ultima (Waters, Milford, MA, EUA) com fonte
nanoelectrospray e tempo de voo de 0.6 uL/min (Figura 6). O gradiente foi 2-90%
de acetonitrila em &acido formico 0,1% durante 45 minutos. A voltagem do
nanoeletrospray foi ajustada em 3.5kV e a do cone em 30 V, e a temperatura da
fonte foi de 100°C. O instrumento foi operado no modo top three, no qual um
espectro MS foi adquirido seguido por MS/MS dos trés primeiros picos mais
intensos detectados. Apos fragmentagdo MS/MS, o ion foi colocado num lista de

excluséo por 60 segundos.

Liguido
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Clapilar
auecido

~-50V
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Figura 6: Fonte de ionizagdo nanoelectrospray utilizada neste estudo
ajustada em 3.5kV e a do cone em 30 V, e a temperatura da fonte foi de
100°C.

4.5. Analise dos dados
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4.5.1. Anotacao dos picos e Pesquisa no Banco de Dados

Os espectros foram obtidos utilizando o software MassLynx v.4.1 (Waters,
MA, EUA) e os dados brutos foram convertidos em formato de lista de picos (mgf)
pelo Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science, Londres, Reino Unido). A
seguir os dados foram confrontados com Human International Protein Database
(ipi.HUMAN.v3.86) utilizando o Mascot v.2.3.01 (Matrix Science, Londres, Reino
Unido) com uma tolerancia de 0,1Da para o ion precursor, uma tolerancia da
massa do peptideo de 0,1Da, e uma clivagem de tripsina perdida. A
iodoacetamida derivada de cisteina e a oxidacdo da metionina foram
especificadas como modificacdes fixas e variaveis, respectivamente. Os arquivos
resultantes da busca foram carregados no software Scaffold (Scaffold 3_00_3,
Proteome ® Software Inc. Portland, OR, EUA) e o valor quantitativo de espectros

foi obtido para cada proteina identificada nas amostras.
4.5.2. Analise da classificacao funcional do proteoma

As proteinas foram classificadas de acordo com Gene Ontology (Ashburner
et al, 2000) em trés categorias: funcdo molecular, processo bioldgico e
componente celular. Para tanto foi utilizado o sistema de classificacdo Protein
ANalysis THrough Evolutionary Relationships—PANTHER (Mi et al., 2010),
disponivel no site  www.pantherdb.org, que utiliza estatisticas binomiais,
determinando a probabilidade de que cada fungdo biolégica atribuida a um

conjunto de dados € devido ao acaso.
4.5.3. Analise Estatistica

Foi utilizado o teste exato de Fisher para avaliagao dos parametros clinicos
de hipossalivacdo no pacientes com DECH crdnica. O teste de Kruskal-Wallis foi
utilizado para avaliagao longitudinal dessas variaveis. O valor de p considerado

significativo foi menor que 0,05.
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Para avaliagdo protebmica, os valores quantitativos, que normalizam as
contagens espectrais nas amostras para cada proteina, foram comparados entre
0s grupos de pacientes que apresentaram DECH cronica (DECH+) com aqueles

que nao desenvolveram a doenga (DECH-).

As proteinas mais representativas tiveram os valores comparados por meio
da razao entre o grupo DECH+ e DECH- nas fases: pré-TCTH, no d+8 -10 e no d+
80 -100. A razéo foi calculada dividindo-se o valor médio dos individuos DECH+
pelo valor médio dos DECH-. Ao final foi estabelecida a razdo entre os valores do
d+80-100 pelo d+8-10 e deste calculo as proteinas que mostraram variacdo maior

que 100% ou valores < 0,5 e >2 foram consideradas significativas.

As partir deste momento, o valor de cada proteina, medido em contagens

de espectros sera denominado nivel da proteina.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas gerais da amostra

Vinte pacientes submetidos ao TCTH alogénico foram incluidos no estudo.
Quatorze pacientes (70%) receberam enxerto de células progenitoras periféricas
(CPP) e seis (30%) da medula éssea (MO).

Do total de pacientes, doze (60%) eram do sexo feminino e oito (40%) do
sexo masculino, com idade média de 40 (20-68) anos de idade. Do total de vinte
casos, dezessete (85%) foram constituidos de neoplasias hematoldgicas, sendo
seis casos (30%) de leucemia mieldide aguda (LMA), trés casos (15%) de
leucemia mieldide crénica (LMC), trés casos (15%) de linfoma ndao-Hodgkin (LNH),
dois casos (10%) de leucemia linfoide aguda (LLA) e um caso (5%) de linfoma de
Hodgkin (LH), um de mielofibrose (5%) e um caso (5%) de sindrome
mileodisplasica (SMD). Entre as doencgas nao neoplasicas, houve dois casos
(10%) de anemia aplastica grave (AAG) e um (5%) de anemia falciforme (AF)
(tabela 3).

Os protocolos de regime de condicionamento, de profilaxia para a DECH e

a fonte de células estiao detalhados na tabela 3.

Foram vinte pacientes avaliados no primeiro e segundo periodos do estudo.
No entanto, trés faleceram antes da terceira avaliacdo/coleta, totalizando 17

pacientes neste ultimo periodo.
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Tabela 3- Caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos no estudo

Caracteristica N=20
Idade, média (variacao) 40 (20- 68)
Género

Feminino: Masculino 12:8

Diagndstico, n°. (%)

Leucemia mieldide aguda 6 (30)
Leucemia mieldide crénica 3 (15)
Linfoma nao-Hodgkin 3 (15)
Leucemia linféide aguda 2 (10)
Anemia aplastica grave 2 (10)
Linfoma de Hodgkin 1(5)
Mielofibrose 1(5)
Anemia falciforme 1(5)
Sindrome mielodisplasica 1(5)
Género doador/receptor, n° (%)
feminino> masculino 5 (25)
Qutros 15 (75)
Tipo de doador, n° (%)
HLA idéntico 20 (100)
Fontes das células hematopoéticas, no. (%)
Medula 6ssea 6 (30)
Célula progenitora periférica 14 (70)
Regime de condicionamento, no. (%)
Mieloablativo 13 (65)
N&o- mieloblativo (intensidade reduzida) 7 (35)
Profilaxia para DECH
Metotrexato + ciclosporina 15 (79)
Ciclosporina + Micofenolato de mofetila 4 (21)
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5.2. Dados clinicos
5.2.1. Mucosite oral

Dos vinte pacientes estudados, quinze (75%) desenvolveram mucosite oral
durante o periodo do transplante. Deste total, oito pacientes desenvolveram
mucosite Grau |l somente um (6,7%) apresentou mucosite Grau lll e seis (40%)

mucosite Grau IV, como demonstrado na Figura 7.

Numero de pacientes
N

. -
0

Grau | Grau ll Grau lll Grau IV

Grau mucosite

Figura 7- Distribuicao e gravidade da mucosite oral nos pacientes incluidos no estudo. Dados

coletados entre os dias d+8-10.
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5.2.2. Avaliacao clinica de hipossalivacao

No periodo pré-TCTH, quinze dos vinte pacientes (75%) apresentaram
aderéncia da espatula de madeira a mucosa jugal, quatro (20%) auséncia de lago
salivar sublingual, dois (19%) com saliva espessa e oito (40%) apresentaram

auséncia de secregao salivar a estimulagao dos Ductos de Stenon.

Na segunda avaliagdo, realizada no periodo d+8-10, foi observada
aderéncia da espatula de madeira a mucosa jugal em dezesseis dos vinte
pacientes (80%), sete (35%) com auséncia de lago salivar sublingual, nove (45%)
com saliva espessa e também nove (45%) com auséncia de secregéo salivar a

estimulagdo dos ductos de Stenon.

Na coleta realizada no periodo d+80-100, dos dezessete pacientes
avaliados, quinze (88,2%) apresentaram aderéncia da espatula de madeira a
mucosa jugal, quatro (23,5%) auséncia de lago salivar sublingual, seis (35,5%)
com a saliva espessa e também seis (35,5%) apresentaram auséncia de secrecao

salivar a estimulagao dos ductos de Stenon.

Quando avaliado o grupo DECH+, ndo houve correlagéo estatisticamente
significativa com os parametros clinicos de hipossalivacao (teste exato de Fisher).
Entretanto, na avaliagdo longitudinal, a presenca de saliva espessa e viscosa

mostrou-se significativa (teste de Kruskal-Wallis) (tabela 4).
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Tabela 4- Avaliagdo dos parametros clinicos de hipossalivagido* coletados nos trés periodos do

estudo
Parametros clinicos de Pré-TCTH d+8-10 d+80-100 Valor de
hipossalivacao p
Aderéncia da espatula de madeira 15 (75%) 16 (80%) 15 (88,2%) NS
Auséncia de lago salivar sublingual 4 (20%) 7 (35%) 4 (23,5%) NS
Presenca de saliva espessa e viscosa 2 (10%) 9 (45%) 6 (35,3%) p=0,003
Auséncia de secrecgao salivar sob 8 (40%) 9 (45%) 6 (35,3%) NS

pressao dos ductos da parétida

Total 20 20 17

* Alborghetti et al. (2005); p<0,05; NS: nao significativo

5.2.3. Avaliacao do fluxo salivar nao estimulado

A média do fluxo salivar nao estimulado pré-TCTH foi de 0,573 mL/min para
o total de pacientes. No periodo d+8-10, a média foi de 0,654 mL/min do fluxo nédo
estimulado. Ja no terceiro periodo (d+80-100) a média foi de 0,54 mL/min nos 17
pacientes avaliados. A Figura 8 demonstra a variagdo do fluxo salivar ao longo dos

periodos avaliados neste estudo.
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Figura 8- Variagdo do fluxo salivar (média) nos periodos avaliados nos pacientes incluidos no
estudo (n=20)

5.2.4. Caracteristica da Doenca do enxerto contra hospedeiro

Dos vinte pacientes estudados, somente trés pacientes desenvolveram
DECH aguda (DECHa). Dois deles com grau Il e um com grau Ill. Houve
envolvimento somente da pele em um paciente e nos demais houve

comprometimento do figado e pele.

Cinco pacientes desenvolveram DECH crénica extensa até a avaliagado do
d+80-100. Os orgaos/estruturas acometidos foram olhos, boca, trato
gastrointestinal (TGl), pele e figado. Na cavidade bucal, a frequéncia de lesbes
liquendides foi de 43% (n=3), de mucocele foi de 29% (n=2), de lesdes ulceradas
foi de 14% (n=1) e de eritema 14% (n=1) (Figura 9). Um paciente com diagnéstico
de DECH crénica extensa, nao apresentou lesao oral caracteristica no momento
da avaliagdo odontoldgica. Entretanto, estas lesdes foram observadas logo apés

avaliacdo do d+80-100.
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H lesdes liquendides
B mucocele
i lesdes ulceradas

M eritema

Figura 9- Distribuicao das lesbes orais nos pacientes que apresentaram a DECHc (n=5)
5.3. Estudo do Proteoma
5.3.1. Identificacao do proteoma salivar

As proteinas identificadas neste estudo tiveram os nomes mantidos na

lingua inglesa, por serem assim reconhecidas nas publica¢des internacionais.

Foram detectadas 69 proteinas pela espectrometria de massas nas
amostras de saliva dos pacientes avaliados nos trés periodos do estudo (Tabela
5). As proteinas mais abundantes foram a alpha-amylase 1 e a Uncharacterized

protein.

36



Tabela 5- Proteinas identificadas pelo método de espectrometria de massas na saliva dos

pacientes incluidos no estudo (n=69), determinadas em ordem decrescente de quantidade

Proteinas identificadas Numero de acesso
IPI
1. Alpha-amylase 1 IPI00300786
2. Uncharacterized protein 1P100022434

3. cDNA FLJ14473 fis, clone MAMMA1001080, highly similar to Homo IPI00386879 (+3)
sapiens SNC73 protein (SNC73) mRNA

4.  Polymeric immunoglobulin receptor IP100004573

5. Uncharacterized protein IPI00855918 (+2)
6. Cystatin-S IP100032294

7. Prolactin-inducible protein IP100022974

8.  Putative uncharacterized protein IPI00550731

9. Cystatin-SN IPI00305477

10. Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B IP100023011

11. Zymogen granule protein 16 homolog B IP100060800

12. Lipocalin-1 IPI00009650

13. Isoform 1 of Deleted in malignant brain tumors 1 protein IP100099110 (+5)
14. Putative uncharacterized protein DKFZp686K03196 1P100423464 (+10)
15. Hemoglobin subunit beta IPI00654755

16. IGL@ protein IPI00154742 (+4)
17. Hemoglobin subunit alpha IPI00410714

18. Immunoglobulin J chain IPI00178926 (+1)
19. Lysozyme C IPI00019038

20. Ig alpha-2 chain C region IPI00641229 (+4)
21. Bactericidal/permeability-increasing protein-like 1 IP100296654

22. Uncharacterized protein IP100925547

23. cDNA FLJ60163, highly similar to Carbonic anhydrase 6 IP100295105

24. Serotransferrin IP100022463

25. Beta-2-microglobulin IP100004656 (+1)
26. Haptoglobin IPI00641737 (+1)
27. Actin, cytoplasmic 1 IP100021439 (+2)
28. Protein S100-A9 IPI00027462

29. Histatin-1 IP100012024

30. Cystatin-SA IPI00013382

31. lg mu heavy chain disease protein IP100385264 (+2)
32. vitamin D-binding protein isoform 1 precursor IP100555812 (+3)

37



33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.

49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.

Short palate, lung and nasal epithelium carcinoma-associated protein 2
Annexin A1

Zinc-alpha-2-glycoprotein

Protein S100-A8

Isoform 1 of Alpha-1-antitrypsin

Cystatin-D

Small proline-rich protein 3

Apolipoprotein A-1

Isoform 1 of Kallikrein-1

Mucin-7

Alpha-2-macroglobulin

UPF0762 protein C6orf58
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Lactoperoxidase

Neutrophil defensin 1

Isoform 1 of Long palate, lung and nasal epithelium carcinoma-associated

protein 1

Thioredoxin

Isoform 1 of 14-3-3 protein sigma

Hemopexin

Isoform Gamma-B of Fibrinogen gamma chain
Isoform 1 of WAP four-disulfide core domain protein 2
Hemoglobin subunit delta

Alpha-1-acid glycoprotein 1

Isoform alpha-enolase of Alpha-enolase

64 kDa protein

Profilin-1

Serum amyloid A protein

Ceruloplasmin

Isoform 1 of Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
Putative uncharacterized protein DKFZp686104196 (Fragment)
Small proline-rich protein 2B

Transcobalamin-1

Cornifin-A

Keratin, type Il cytoskeletal 6B

Carbonic anhydrase 1

Protein S100-A7

Beta-2-glycoprotein 1

IPI00304557
IPI00218918 (+1)
IPI00166729
IPI00007047
IPI00553177
IPI00002851
IPI00082931 (+1)
IPI00021841
IPI00304808 (+1)
IPI00152154
IPI00478003 (+1)
IPI00374315
IPI00219018 (+2)
IPI00025023 (+2)
IPI00005721 (+1)
IPI00291410

IPI00216298
IPI00013890
IPI00022488
IPI00021891 (+3)
IPI00291488
IPI00473011
1100022429
IPI00465248
IPI00290078 (+2)
IPI00216691
IPI00552578
IPI00017601
IPI00299547 (+1)
IPI00399007 (+2)
IPI00017992 (+2)
1P100299729
IPI00017987
IPI00293665 (+7)
IPI00215983 (+2)
IPI00219806
1P100298828 (+1)
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De acordo com a fungdo molecular do Gene Ontology (GO), as classes de
proteinas mais abundantes foram as proteinas de ligacdo (n= 30; 44%), e de

regulagcéo enzimatica (n=11; 16%) (Figura 10).

Fun¢ao molecular

M Ligagdo

M Atividade antioxidante
m Outras

B molécula de estrutura
M transdugdo molecular
1% . .
M regulagdo enzimatica

m atividade catalitica

Figura 10- Distribuicdo das proteinas salivares de acordo com a fungdo molecular definidas pelo

Gene Ontology (n=69).

O resultado do estudo das proteinas de acordo com o componente celular
(GO) esta descrito na figura 11. Estas proteinas foram classificadas em onze
diferentes grupos e a maioria é do grupo das proteinas extracelulares (n=23; 34%)
e de citoplasma (n=8; 12%). O proteoma salivar nestes pacientes apresentou
predominio de proteinas envolvidas em processos celulares (20%) e de regulagao
(19%) (Figura 12).
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Componente celular

M Extracelular

M Plasmaticas

H Citoesqueleto

H Nucleo

B Mitocondria

M Reticulo endoplasmatico

H Ribossomo

H Endossomo

i Citoplasma

B Complexo macromolecular
H Outras organelas intracelulares

M Outras

Figura 11- Distribuicdo do proteoma salivar de acordo com componente celular do GO (n=69)

Processo Bi0|6gico M Resposta a estimulo

H Reprodugdo

M Regulagdo

B Processo metabdlico

B Localizagdo

M InteragOes com células e
organismos

M Processo do sistema imune

H Processo de desenvolvimento

i Processo celular

M Qutro

Figura 12- Distribuicdo do proteoma salivar de acordo com o processo bioldgico do GO (n=69)
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Dessas 69 proteinas identificadas, 29 se mostraram mais frequentes nas
amostras dos trés periodos avaliados. Desse total, nove (31%) representaram

proteinas de imunidade e defesa e oito (20,6%) proteinas de transporte.
5.3.2. Proteinas associadas a Doenca do Enxerto contra hospedeiro

As 29 proteinas mais representativas tiveram os seus valores comparados
por meio da razdo entre o grupo DECH+ e DECH- nos trés periodos. A razao
estabelecida entre os valores obtidos no d+80-100 pelo d+8-10 mostraram dez
proteinas com variagdo maior que 100% (< 0,5 e >2) entre estes periodos no
grupo DECH+. Esses valores estdo representados na tabela 6. As demais

dezenove proteinas nao apresentaram mudangas siginificativas.

Dessas dez proteinas, oito apresentaram reducdo no grupo DECH+:
Putative uncharacterized protein DKFZp686K03196 (PUP), Serotransferrin,
Lactoferroxin-B, IGL@ protein, Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B
(SGARP 3B), Cystatin-SA, Cystatin-S, Prolactin-inducible protein (PIP). Somente a
proteina Mucin 5 e Protein S100-A92 apresentaram-se aumentadas nos pacientes
DECH-+.

A proteina Putative uncharacterized protein DKFZp686K03196 (PUP)
apresentou-se com niveis menores no grupo DECH+ no periodo pré-TCTH (=
3,67), mas quase se igualando ao grupo DECH- no periodo d+8-10 (=6,48).
Entretanto, nota-se uma grande diferenca entre os grupos no ultimo periodo do
estudo (d+80-100), quando novamente o grupo DECH+ mostrou niveis menores

do que o grupo DECH- (Figura 13).
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Tabela 6- Raz&o entre as médias dos valores das proteinas nos grupos DECH+/DECH- (n=10)

Proteinas UniProt ID Razao

Pré-TCTH d+8-10 d+80-100 d+80-100/

d+8-10

Putative Q6N095 0,365537849 1,106153846 0,094409938 0,085349735
uncharacterized
protein
DKFZp686K03196
Serotransferrin P02787  1,46984127  0,989869754 0,368038741 0,371805219
Lactoferroxin-B E7ER44  2,262295082 2,144092219 0,412494039 0,192386333
IGL@ protein Q8N355 1,418972332 1,383966245 0,49197861  0,355484544
Submaxillary gland P02814 0,685981308 1,800735294 0,553162853 0,307187211
androgen-regulated
protein 3B
Cystatin-SA P09228  0,618714859 4,571629213 0,581227437 0,127137922
Prolactin-inducible P12273  1,15483871  2,244389027 1,020684169 0,454771502
protein
Cystatin-S P01036  0,568369028 2,183770883 1,101620029 0,504457697
Mucin 5 Q9HC84 1,144144144 1,049450549 2967741935 2,827900692
Protein S100-A9 P06702  0,206974128 2,279742765 4,687285223 2,056058822

UniProt ID: identificagdo da proteina no banco do UniProt de acordo com a sequéncia

No grupo DECH+ foram encontradas algumas proteinas antimicrobianas

com niveis diferenciados:

(1) A Serotransferin, que apresentou valores

semelhantes entre os dois grupos no periodo d+8-10 e apresentou uma
diminuicdo em 0,37 vezes no grupo DECH+ entre d+8-10 e d+80-100; (2) A
proteina lactoferroxin-B mostrou-se reduzida em 0,19 vezes no grupo DECH+

entre o periodo do d+8-10 e o d+80-100; (3) A proteina PIP apresentou maiores
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niveis neste grupo nos dois primeiros periodos avaliados. Entretanto, mostrou uma
diminuicdo de 0,45 vezes no grupo DECH+ entre d+8-10 e o d+80-100. Estes

dados estao distribuidos na tabela 6 e figura 13.

A proteina IGL@ protein mostrou um declinio constante no grupo DECH+
durante os periodos avaliados Enquanto no grupo DECH- no periodo d+80-100
retornou ao valor inicial do pré-TCTH (=7,48) (figura 13). A reducéo do nivel desta
proteina foi de 0,35 vezes no grupo DECH+ entre o periodo d+8-10 e d+80-100
(tabela 6).

A proteina SGARP 3B nos pacientes DECH- apresentou redugdo no nivel
no periodo d+8-10 (=6,8) e este valor continuou quase constante até o d+80-100
(=7,43). No grupo DECH+, houve aumento no periodo d+8-10 (=12,24), mas
mostrou reduc¢do no ultimo periodo, atingindo um valor menor que o inicial (=4,11)
(figura 13). A razao entre o grupo DECH+ e DECH- mostrou que houve diminuigao

da proteina em 0,3 vezes entre o d+8-10 e d+80-100 (tabela 6).

As duas proteinas Cystatins identificadas mostraram o mesmo padrdao no
grupo DECH+, com uma grande elevagdo do prée-TCTH para o d+8-10.
Posteriormente apresentou declinio e atingiu valores proximos ao inicial (Figura
13). A reducéo observada na Cystatin SA foi de 0,12 vezes entre o d+8-10 e d+80-
100 no grupo DECH+ quando comparada ao grupo DECH- (tabela 6). Enquanto
que a Cystatin S, mostrou queda de 0,5 vezes no grupo DECH+ quando

comparado ao grupo DECH- durante os dois ultimos periodos (tabela 6).
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A proteina Mucin 5 apresentou um aumento nos pacientes DECH+ em mais
de duas vezes entre o d+8-10 e d+80-100 quando comparado ao grupo DECH-
(tabela 6). A Protein S100-A9 teve aumento em duas vezes no grupo DECH+

comparado ao DECH- entre os ultimos periodos avaliados (figura 14).

Mucin 5 Protein S100-A9

‘E T - 10

= 50 ,E ]

= £ 8

E ] = 7

; 40 'g G

.g . e ECHC+ < 5 s ECHC+
. 30 z

c . £ 4 ol | ECHC-
2 ﬁ el |ECHC s 4

- L]

E 10 5 1z

g T

g [i] E 0

Pre-TCTH - av8A0  dean-100 Pre-TCTH  d+8-10  d+80-100

Figura 14- Nivel das proteinas que mostraram aumento no grupo DECH+ entre o d+8-10 e
d+80-100

Das dez proteinas consideradas alteradas, quatro demonstraram alteracdes
significativas, mas estavam presentes somente em uma amostra de paciente com
DECH. Estas proteinas sao: Putative uncharacterized protein DKFZp686K03196
(PUP), Serotransferrin, Mucin 5 e Protein S100-A92.

Por isso, as proteinas Lactoferroxin-B, IGL@ protein, Submaxillary gland
androgen-regulated protein 3B, Cystatin-SA, Prolactin-inducible protein, Cystatin-S

foram identificadas como potenciais biomarcadores salivares para a DECH.

45



6. DISCUSSAO

Uma grande barreira para a pesquisa e tratamento da DECH é o
diagnostico e progndstico dependerem quase inteiramente da presenca de
sintomas clinicos. Atualmente, nenhum teste laboratorial pode prever o risco de
desenvolver a DECH, a capacidade de resposta ao tratamento ou a sobrevivéncia
do paciente a doenca. Por esta razdo, a descoberta de biomarcadores no TCTH
pode permitir a identificacdo de pacientes com alto risco para esta doenca ainda
no inicio do transplante, além do reconhecimento daqueles que ndo respondem ao
tratamento tradicional e tenham risco particularmente elevado para a morbidade e
mortalidade (Weissinger et al., 2006; 2007; Paczesny, 2013).

Recentemente, a busca por esses marcadores na saliva recebeu uma
atencao especial por apresentar uma coleta facil e ndo invasiva, mostrando-se
como uma alternativa atraente ao sangue. Alguns estudos envolvendo pacientes
pos-TCTH relataram expressodes alteradas de proteinas ou ions na saliva destes
pacientes, porém utilizando metodologias mais simplificadas, como fotometria e
sialometria (Nagler et al., 1997; Nagler &Nagler, 2001). As metodologias utilizadas
mostraram-se efetivas, porém apresentam limitagbes, pois exigem grande
quantidade de amostra ou sdo menos abrangentes quando comparadas a
espectrometria de massas (EM). Somente dois estudos sobre protedmica salivar
de pacientes submetidos ao TCTH utilizando EM foram publicados até o momento
(Imanguli et al., 2007; Bassim et al, 2012).

O presente estudo foi longitudinal, prospectivo e utilizou a técnica de
espectrometria de massas ESI-Q-TOF para avaliagdo das proteinas presentes nas
amostras de saliva total nos pacientes submetidos ao TCTH durante trés periodos
do tratamento. Com a utilizagdo desta metodologia, foi possivel identificar 69

proteinas durante os periodos coletados. Entretanto existem diferencas
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quantitativas do proteoma da saliva entre os diversos estudos ja realizados,
variando conforme metodologia aplicada, tipo de coleta e preparagdo das
amostras. Guo T et al (2006), identificou 1381 proteinas em saliva total de
voluntario saudavel utilizando a focalizagao isoelétrica capilar (CIEF-Capillary
isoelectric focusing) acoplada a ESI--MS. Enquanto, Siqueira et al. (2008) com
metodologia semelhante identificou na secrecdo das glandulas menores de

voluntarios também saudaveis 56 proteinas.

As proteinas identificadas na maioria das amostras dos pacientes avaliados
neste estudo foram de proteinas com fungao imune e/ou de defesa. Este resultado
esta de acordo com os observados por Fleissig et al. (2009) e Peluso et al. (2007)
que demonstraram niveis elevados de defensinas na saliva dos pacientes com
sindrome de Sjogren, com caracteristicas clinicas bastante semelhantes a
DECHc. Adicionalmente, Rao et al. (2009) em um estudo com pacientes
diabéticos tipo-2 também observaram resultados semelhantes ao presente estudo,
onde varias proteinas de fungdo imune estavam aumentadas na saliva do grupo
doente. Pode-se inferir do estudo destes autores que o proteoma salivar ao
demonstrar alteracdo no diabetes pode refletir a condicao sistémica do paciente,
portanto de maneira semelhante, a DECH também pode ser avaliada pela

composicao das proteinas salivares.

Neste estudo, quinze pacientes apresentaram mucosite quando avaliados
no periodo d+8-10. Além disso, a média do fluxo salivar mostrou-se aumentada
neste periodo quando comparada a avaliacdo pré-TCTH e do d+80-100. Este
dado diverge de Eisen et al. (1997) que relataram haver uma diminui¢cao do fluxo
salivar entre o dia sete e dez pods-transplante pelo regime de condicionamento e
também possivelmente pela ingestao de diversas medicacgdes (Eisen et al., 1997).
O aumento da média do fluxo salivar relacionado a mucosite no presente estudo
pode ser explicado pelo fato dos pacientes terem tido dificuldade na degluticao da
saliva, além da presenca aumentada do fluido inflamatério que contribui para a

composicao da saliva total. Apesar deste aumento de fluxo, os parametros clinicos
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avaliados para hipossalivagdo estavam presentes em mais pacientes no periodo

da mucosite.

Somente um estudo longitudinal avaliando as mudangas no proteoma
salivar pés TCTH esta presente na literatura (Imanguli et al., 2007). De maneira
semelhante ao estudo de Imanguli et al. (2007), no presente estudo as amostras
foram coletadas do mesmo paciente antes e apés o TCTH, permitindo ter como
controle o proprio paciente. No entanto, os periodos de coletas das amostras
realizadas neste estudo foram escolhidos de acordo com as manifestacdes

clinicas mais importantes pés TCTH.

Diversos grupos tém se empenhado para desenvolver métodos
padronizados para coleta de amostras clinicas para estudos de proteémica nos
pacientes com DECH. Padrbes de protedmica de soro e urina ja foram utilizados
na tentativa de diferenciar DECHa de outras complicagbes pés-TCTH (Kaiser et
al., 2004; Srinivasan et al., 2006). No entanto, somente Bassim et al (2012)
utilizaram a saliva como amostra pra este fim. Os autores compararam um grupo
de cinco pacientes com DECHc oral com um grupo de cinco sem a doenga, o0 que
permitiu a identificacdo de 102 proteinas, sendo 90 delas presentes em niveis
reduzidos no grupo com a DECH. Diferentemente do presente estudo, os grupos
foram definidos sem padrédo de tempo de coleta e ndo demonstrando o padrao da

protedbmica anterior ao desenvolvimento da doenca.

Imanguli et al. (2007) observaram treze proteinas diferentemente expressas
nos pacientes um més apdés o transplante utilizando a eletroforese 2D e
identificaram quatro delas através de MALDI-MS/MS. As proteinas observadas por
estes autores foram: lactoferrina, cistatina SN, albumina e amilase salivar. De
modo semelhante, o presente estudo também mostrou alteragdes significativas
das duas primeiras proteinas no grupo DECH+ e as proteinas albumina e amilase
salivar foram identificadas como as proteinas mais presentes nas amostras de

saliva dos trés periodos deste estudo. A amilase salivar € uma das proteinas mais
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frequentes na saliva, possivelmente por esta razdo n&o se mostrou com alteragdes
significativas no presente estudo. A albumina € uma proteina sanguinea e nao
produzida pelas glandulas salivares, e geralmente quando encontrada na saliva
total € devido a quebra das barreiras naturais orais e periorais, como observado

no grupo de pacientes avaliados no presente estudo (Nagler &Nagler, 2001).

A Serotranferrin ou transferrin € uma proteina responsavel pelo transporte
de ferro e que apresenta atividade antimicrobiana, além de papel no crescimento e
diferenciagcado celular (Gomme et al.,, 2005). No presente estudo, esta proteina
mostrou-se reduzida nos pacientes DECH+ quando comparado o periodo d+8-10
com o d+80-100. Estes resultado contrasta com os de Jou et al(2010) que
observaram aumento desta proteina nos pacientes com CEC oral, mas ainda
assim comprovando seu valor como biomarcador para este cancer em estagios
iniciais. Interessante notar, que von Bonsdorff et al (2003) demonstraram que
niveis séricos normais desta proteina poderiam inibir o crescimento de
Staphylococcus epidermidis nos pacientes pos TCTH. Desta maneira, podemos
inferir uma possivel associagdo entre a diminuigdo dos niveis da serotransferrin

nos pacientes DECH+ com a maior susceptibilidade a infeccoes.

Os resultados do estudo de Imanguli et al. (2007) demonstraram aumento
continuo de lactoferrin salivar nos pacientes apos o TCTH. De maneira similar, a
elevacao desta proteina também foi identificada em pacientes com Sindrome de
Sjogren (Ryu, 2006) e na parotidite (Tabak et al.,1978), refletindo uma possivel
associacao da lactoferrin com a presenga de infiltrado linfocitario na glandula
paroétida. Contudo, resultado contrario foi observado neste estudo, que mostrou
nivel reduzido de Lactoferroxin-B nos pacientes DECH+ e auséncia de correlagao
com os parametros de hipossalivacéo para este grupo. Pode-se inferir que mesmo
com a existéncia de infiltrado inflamatério nas glandulas salivares maiores dos
pacientes DECH+, pode ter havido uma possivel recuperagado dessas glandulas no
periodo d+80-100. Assim como foi demonstrando por Coracin et al (2006) ao

avaliarem as glandulas salivares maiores por cintilografia no pré-TCTH, d+30,
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d+60 e d+100 e demonstrarem que apesar da alteragao glandular presente ocorre

uma recuperacao funcional no d+100.

A IGL@ protein € uma proteina do /dcus lambda das imunuglobulinas
exercendo a fungéo de reconhecimento de antigenos e iniciando a resposta imune
inata, como a fagocitose e o sistema complemento. Em estudos envolvendo
processos inflamatérios como a periodontite (Gongalves et al., 2010) e a SS (Ryu
et al, 2006; Fleissig, 2009), as imunuglobulinas tendem a mostrar aumento na
saliva dos grupos com a doenga. No entanto, esta proteina apresentou uma
redugao no grupo DECH+ ao longo do periodo avaliado neste estudo. Este dado
pode ser explicado pela necessidade da ativacdo do sistema complemento na
reagao a placa bacteriana, composta de diversos micro-organismos. Enquanto na
DECHc observa-se infiltrado inflamatério glandular composto por células

linfocitarias, destacando-se as células T CD4 e CD8.

As cystatins sao inibidores naturais da cisteino-protease que podem
desempenhar fungao protetora e de regulagéo durante a inflamacgao (Gongalves et
al., 2011). Neste estudo algumas das proteinas mais frequentes pertenciam a este
grupo como a Cystatin S, Cystatin SA e Cystatin SN. As duas primeiras
apresentaram niveis reduzidos no grupo DECH+, enquanto a ultima nao
demonstrou alteragéo significativa. Estes dados corroboram os dados do trabalho
de Bassim et al (2012) que também demonstraram niveis reduzidos destas duas
proteinas no grupo de pacientes com DECHc oral quando comparado aos
pacientes sem a doenga. A diminuicdo destas proteinas na saliva do grupo
DECH+ néao surpreende, pois a doenca também acomete a cavidade oral e seria
esperado que a regulagdo da inflamacédo estivesse reduzida e a saliva

expressasse essa alteragao.

A proteina Prolactin-induced protein (PIP) € uma glicoproteina encontrada
em fluidos e mucosas, apresentando um papel de protecdo da mucosa oral

através da inibicdo da colonizagao ou crescimento bacteriano. Esta proteina tem
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sido encontrada em niveis reduzidos nos pacientes com gengivite e periodontite
(Haigh et al., 2010; Gongalves et al, 2011). Neste estudo também foi observada a
redugcdo desta proteina no grupo DECH+, podendo estar relacionada as
manifestagdes clinicas orais da DECH, principalmente a presenca das lesbes

ulceradas e eritematosas.

A proteina Mucin 5 é uma das proteinas mais abundantes na saliva e tem
funcdo de lubrificagdo e protegao fisica dos tecidos orais. Mungia et al. (2008)
associaram alteracdes no niveis desta proteina com o aumento da prevaléncia de
carie. A proteina Mucin 5 mostrou-se elevada neste estudo no grupo DECH+.
Curiosamente, este achado ndo se mostrou relacionado aos critérios clinicos de
hipossalivagao utilizados na avaliagdo deste estudo, como o espessamento e
viscosidade da saliva. Entretanto, quando observado o0s pacientes
longitudinalmente, foi observada uma diferenca estatisticamente significativa
quanto ao aumento da viscosidade e espessamento da saliva. Este achado pode
estar associado a faléncia das glandulas salivares decorrentes do
condicionamento utilizado pré-TCTH como ja demonstrado por Coracin et al
(2006). Além do mais, todos os pacientes deste estudo foram submetidos ao
tratamento quimioterapico prévio para a doenga de base, o que pode potencializar

o resultado encontrado neste estudo.

A proteinas s100 pertencem ao grupo das proteinas de ligacdo do calcio
que apresentam uma variedade de fungdes regulatdrias, incluindo a regulagéao da
inflamacédo (Haigh et al, 2010), sendo expressas por neutréfilos, mondcitos
ativados, macrofagos e queratindcitos. Haigh et al. (2010) demonstrou um
aumento nos niveis das proteinas S100 na saliva dos pacientes com periodontite.
Esse resultado corrobora o observado no presente estudo que demonstrou a
proteina S100A9 duas vezes mais aumentada no grupo DECH+. De maneira
similar, Mumcu et al. (2012) demonstraram aumento desta proteina na saliva de

pacientes com doencga de Behcget, que assim como a DECH, também tem origem
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inflamatéria e apresenta envolvimento multi-sistémico, além de ter como

caracteristica clinica lesdes ulceradas na mucosa oral (Mumcu et al., 2012).

Neste estudo duas proteinas com fungcbes ainda nao definidas foram
identificadas com alteragao significativa no grupo DECH+. A proteina SGARP 3B
tem uma provavel funcdo de promover a angiogénese e estabelecer a
microvasculatura (Guo K et al., 2006). No entanto, alguns estudos identificaram
esta proteinas como ligante dos lipossacarideos de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Baik et al.,2012) e de Porphyromonas gingivalis (Choi et
al., 2011), que sao importantes fatores de viruléncia associado com a periodontite
agressiva. A PUP DKFZp686K03196 ainda considerada como proteina nao

caracterizada, também nao apresenta funcao definida.

A composicdo salivar e o fluxo podem ser alterados por fatores como a
idade, género, uso de medicamentos (Nagler & Hershkovich, 2005). Neste
contexto, o presente estudo apresenta limitacbes por ndo ter estratificado a
populacdo de acordo com estes critérios. Adicionalmente, por ter sido um estudo
longitudinal e prospectivo até o d+100 pés TCTH, o grupo que apresentou DECH
foi um grupo reduzido e quatro das proteinas consideradas alteradas para a

doencga so6 estavam presentes em uma amostra.

Estudos futuros s&o necessarios para que o painel de proteinas
identificadas como potenciais biomarcadores para a DECH seja confirmado pela
inclusdo de novas amostras. Assim como, a validagao destas proteinas alteradas
devera ser realizada através de técnicas utilizando anticorpos como Western Blot
e ELISA ou mesmo através da propria espectrometria de massas utilizando

quantificagao livre de marcadores (label-free quantitation).
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7- CONCLUSAO

1-

Foi encontrado um painel com 69 proteinas salivares nos pacientes
submetidos ao transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas. As

proteinas mais frequentes foram relacionadas a defesa e imunidade.

Foram descritas dez proteinas que sem mostraram alteradas no grupo com
doengca do enxerto contra hospedeiro: Putative uncharacterized protein
DKFZp686K03196, Serotransferrin, Lactoferroxin-B, IGL@ protein,
Submaxillary gland androgen-regulated protein 3B (SGARP 3B), Cystatin-
SA, Cystatin-S, Prolactin-inducible protein (PIP), Mucin-5 e S100A9.

Seis proteinas foram identificadas como potenciais biomarcadores para a
DECH: Lactoferroxin-B, IGL@ protein, Submaxillary gland androgen-
regulated protein 3B (SGARP 3B), Cystatin-SA, Cystatin-S e Prolactin-
inducible protein (PIP).
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I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “{\VALIACE\O PROSPECTIVA DAS ALTERACOES CLINICAS ORAIS E
DA PROETOMICA SALIVAR EM PACIENTES SUBMETIDOS AO TRANSPLANTE
DE CELULAS TRONCO-HEMATOPOIETICAS ALOGENICO”,
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INSTITUICAO: Hemocentro/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 16/12/2010

APRESENTAR RELATORIO EM: 18/01/12 (0 formulério encontra-se no site acima).

I - OBJETIVOS

Identificar prospectivamente a presenca e possiveis variagdes de proteinas excretadas na
saliva em pacientes submetidos ao transplante de células hematopoiéticas que desenvolveram ou
niio a DECH oral, e correlaciond-las as manifestagdes clinicas orais apresentadas no momento da
coleta da saliva. Relacionar a saude oral com a qualidade de vida destes pacientes.

111 - SUMARIO

Estudo longitudinal, prospectivo composto por 30 pacientes de ambos 0s sexos, com
idades entre 18 e 60 anos, com indicagdo de transplante de medula Gssea. Sera aplicado o
questionario OHIP-49 para avaliagio da influéncia oral na qualidade de vida. O questiondrio sera
aplicado pré-transplante e apés 1 ano do TCTH. Todos os pacientes serdo submetidos a um
exame clinico odontolégico de rotina. Sera coletada amostra de saliva ndo estimulada ante do
TCTH, apés o TCTH, no momento do diagnéstico da DECH oral aguda ou DECH oral crénica,
entre os dias 80 e 100 e no momento do término do tratamento imunossupressor para a DECH.
No caso do paciente ndo desenvolver DECH, no primeiro e segundo ano. As proteinas serdo
avaliadas por espectrometria de massa.

1V - COMENTARIOS DOS RELATORES

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

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
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atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sfio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item 1V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que altercm o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também 2 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdio CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na XII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 21 de dezembro de 2010.

j -

Prof. Dr. Ca;'ldg Edugrdo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-T187
13083887 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
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ANEXO II- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , autorizo a Cirurgid Dentista Patricia do
Socorro Queiroz Feior, portadora do CRO-PA 3917, pertencente a equipe odontolégica do Hemocentro/Unicamp, a
realizar em mim as avaliagdes da pesquisa “AVALIACAO PROSPECTIVA DA PROTEOMICA SALIVAR DE
PACIENTES SUBMETIDOS AO TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS ALOGENICO”.
Foram discutidos comigo os detalhes da pesquisa, que incluem exame clinico da minha boca para avaliagdo de sinais
clinicos da doenca do enxerto contra o hospedeiro e coleta salivar. Serdo realizadas comigo avaliagdes odontoldgicas
periddicas pré- transplante e em mais cinco diferentes periodos apds o transplante.

1. Avaliagdo do grau de mucosite: Foi explicado que as avaliagdes serdo feitas por um dentista da equipe de Odontologia
do Hemocentro da Unicamp no D+ 10 durante o periodo de internacéo do transplante.

2. Coleta de saliva: Para as coletas das amostras salivares foi explicado que deverei cuspir toda a minha saliva da boca a
cada 30 segundos até completar o tempo de 5 minutos em um recipiente descartdvel de plastico, apds um intervalo
minimo de uma hora da minha dltima refeicio ou minha ultima higiene bucal, na posicdo sentada. Esse exame serd
realizado comigo nos periodos pré e pds-transplante. Estou ciente que a minha saliva serd utilizada para avaliacdo e
quantificacdo das proteinas presnetes na minha saliva.

Desconfortos, riscos previsiveis e beneficios esperados: Estou ciente que os procedimentos aos quais serei submetido, o de
coleta de saliva, ndo apresenta riscos a minha satide. Fui informado que a coleta de saliva serd feita em um local privado,
preservando assim a minha privacidade, ndo incorrendo riscos de constrangimento. Fui informado também, que ndo
haverd beneficios financeiros relacionados a minha participacdo no estudo.

Ressarcimento e indenizacdo: Nado hd gastos previstos pela participacdo na pesquisa e, portanto, ndo hd previsao de
ressarcimento pelos gastos referentes ao seu deslocamento tendo em vista que os individuos serdo avaliados no mesmo dia
e periodo segundo o agendamento de sua consulta. Nao ha riscos previsiveis pela participacio na pesquisa e, portanto, nao
ha previsao de indenizagdo. Vocé recebera uma cdpia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Todas as minhas perguntas sobre a pesquisa foram respondidas, ndo tendo ficado nenhuma divida. Essas avaliacdes
serdo feitas sem qualquer custo para mim. Terei total liberdade de retirar minha autorizac@o a qualquer momento e deixar
de participar do estudo, conforme determinacdo da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saide do Ministério da
Sadde sem prejudicar a continuagdo do meu tratamento. Fui avisado da possibilidade de armazenamento do material
biolégico para estudos futuros, desde que aprovados pelo CEP, e com a minha permissdo, assinalada, no presente
documento, de acordo com as normas da Resolugdo 347/2005.

Autoriza o armazenamento do material biolégico coletado (sangue, urina, saliva e /ou bidpsia)?
0 SIM 1 NAO

Serei informado sobre os resultados dos exames, sendo mantido sigilo sobre a minha identidade quando forem expostas e
publicadas as conclusdes da pesquisa.
Campinas, / /
Ciente:
Testemunha: 1. RG:
Responsadvel: Aluna: Patricia do Socorro Queiroz Feio — Fone: (19) 321065315
Orientador: Dr. Maria Elvira Pizzigatti Corréa— Fone: (19) 3788 8729

ATENCAO: A sua participagdo em qualquer tipo de pesquisa ¢ voluntdria. Em caso de ddvida quanto aos seus direitos,
escreva para o Comité de Etica em Pesquisa da FCM - UNICAMP. Endereco —Cidade Universitdria Zeferino Vaz — Barao
Geraldo- Campinas — Sdo Paulo — Brasil Caixa postal - 611 - CEP - 13083-970 - Fone: 3788-8936.
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ANEXO llI- FICHA CLINICA UTILIZADA NA PESQUISA

Fichas de avaliacdo do projeto GVHD

“Avaliagéo prospectiva da atividade das células T regulatérias (Tregs) da mucosa oral e das glandulas salivares menores dos pacientes
submetidos ao transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas”

Avaliagdo “A” (Pré-Transplante)

QUESTIONARIO

Paciente No. Data: | [

Iniciais do Paciente: Data de nascimento ( / / ) Idade: ( )
Enderego:

Telefone para contato: (Falar com: )

Cor da pele: [_] Branco[_]| Negro [] Pardo ] Amarelo ] indio

Histdria da doenca atual (queixa principal e duracéo):

Uso de medicamentos de rotina? S[_] N[]
Quais?

Fuma? S[] N[]Quanto? Tipo? Bebe? S[] N[] Quanto? Tipo?

AVALIA(}AO CLINICA ORAL: Exame da cavidade Oral
Indice de Placa
0 - sem placa; 1 - placa detectada por sondagem; 2 - placa visivel; 3 - placa espessa (+ 1mm); X - dente ausente

| 16 [ 12 [ 2% [ 36 [ 32 [ 44

Avaliagdo Gengival

0 - gengiva norma; 1 - gengiva com inflamacao leve; 2 - gengiva com inflamagéo moderada; 3 - gengiva com inflamag&o severa; X - dente ausente

[ 16 [ 12 [ 24 [ 36 [ 32 [ 44 |

Avaliacdo Dentaria

0- Higido; 1- Cariado; 2- Restaurado com carie; 3- Restaurado sem carie; 4- Ausente por carie; 5- Pilar protese

18 17 16 15 14 13 12 1 21 22 23 24 25 26 27 28

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

CPOD:

Exame Clinico Bucal - Variagdes da Normalidade e Lesdes Secundarias

Lesdo: S N[]
Descricéo da les&o:
Localizagdo:
AVALIAGAO DO FLUXO SALIVAR
Valor Peso Inicial g (-) Valor Peso Final g (/5) = Valor obtido: mi/min.
AVALIAGAOQ DE HIPOSALIVAGAO
Parametros clinicos Pré- Tcth NADIR Dsigég_ YgloD Imunossupressao

Aderéncia da espatula a mucosa

Auséncia de lago sublingual

Saliva espessa e viscosa
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Auséncia de secrecéo de saliva sobre
presséo dos ductos

Queixa de Xerostomia

) Avaliagdo “B” (Mucosite: D +8 a D +10)
QUESTIONARIO
Paciente No. Data: )

Iniciais do Paciente: Data de nascimento ( / / ) Idade: ( )

Historia da doenca atual (queixa principal e duragéo):

Uso de medicamentos de rotina? S[ ] N[]
Quais?

AVALIA(;AO CLINICA ORAL: Exame da cavidade Oral
Indice de Placa
0 -sem placa; 1 - placa detectada por sondagem; 2 - placa visivel; 3 - placa espessa (+ 1mm); X - dente ausente

| 16 [ 12 [ 2% [ 36 [ 32 [ 44

Avaliacdo Gengival

0 - gengiva norma;| 1 - gengiva com inflamagao leve; 2 - gengiva com inflamagao moderada; 3 - gengiva com inflamagéo severa; X - dente ausente

[ 16 [ 12 [ 24 [ 36 [ 32 [ 44 |

Avaliacdo Dentaria
0- Higido; 1- Cariado; 2- Restaurado com carie; 3- Restaurado sem carie; 4- Ausente por carie; 5- Pilar protese

18 17 16 15 14 13 12 1 21 22 23 24 25 26 27 28

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

CPOD:

Exame Clinico Bucal - Variagdes da Normalidade e Lesdes Secundarias

Lesdo: S N[]
Descricéo da les&o:
Localizagao:
AVALIAGAO DO FLUXO SALIVAR
Valor Peso Inicial g (-) Valor Peso Final g (/5) = Valor obtido: mi/min.
AVALIAGAO DE HIPOSALIVAGAO

Diag. GVHD

Parametros clinicos Pré- Tcth NADIR D+ 80-100

Imunossupressao

Aderéncia da espatula @ mucosa

Auséncia de lago sublingual

Saliva espessa e viscosa

Auséncia de secrecéo de saliva sobre
presséo dos ductos

Queixa de Xerostomia

Avaliacao da Mucosite - (OMS): Graus da Mucosite:

0 - Auséncia de sintomatologia.

1 - Boca inflamada e sensivel, sem Ulceras.

2 - Boca inflamada e sensivel com Ulceras, mas capaz de comer normalmente.
3 - Somente com dieta liquida.

4 - Incapaz de comer e beber.
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Conduta

) Avaliagdo “C” (Pés Transplante: D +80 a D +100)
QUESTIONARIO
Paciente No. Data: [ [

Iniciais do Paciente: Data de nascimento ( / / ) Idade: ( )
Historia da doenca atual (queixa principal e duracéo):

Uso de medicamentos de rotina? S[_] N[]
Quais?

AVALIAQZ\O CLINICA ORAL: Exame da cavidade Oral
Indice de Placa
0 - sem placa; 1 - placa detectada por sondagem; 2 - placa visivel; 3 - placa espessa (+ 1mm); X - dente ausente

| 16 [ 12 [ 24 [ 36 [ 32 [ 44

Avaliacdo Gengival

0 - gengiva norma;| 1 - gengiva com inflamacgao leve; 2 - gengiva com inflamagéo moderada; 3 - gengiva com inflamag&o severa; X - dente ausente

| 16 [ 12 [ 2 [ 36 [ 32 [ 44 |

Avaliacao Dentaria
0- Higido; 1- Cariado; 2- Restaurado com carie; 3- Restaurado sem carie; 4- Ausente por carie; 5- Pilar protese

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

CPOD:

Exame Clinico Bucal - Variagdes da Normalidade e Lesdes Secundarias

Lesdo: S N[]
Descrigdo da leséo:
Localizac&o:
AVALIAGAO DO FLUXO SALIVAR
Valor Peso Inicial g (-) Valor Peso Final g (/5) = Valor obtido: ml/min.
AVALIAGAO DE HIPOSALIVAGAO
Parametros clinicos Pré- Tcth NADIR Dsigég_ YgloD Imunossupressao

Aderéncia da espatula @ mucosa

Auséncia de lago sublingual

Saliva espessa e viscosa

Auséncia de secrecéo de saliva sobre
presséo dos ductos

Queixa de Xerostomia

AVALIAGAO DE DOENGA DO ENXERTO (DECH)

Lesdo:S[IN[]

Descricéo da leséo:

DURAGCAO: o dia(s) o semana(s) o més(es) o ano(s) o Desconhecida

TAMANHO: o Sem les&o visivel o Variavel Largura/didmetro: X cm

LESAO: onodulo opapula oplaca comancha ovesicula obolha oerosdo ofendaffissura ollcera  SENSIBILIDADE: o Normal o
Discretamente dolorida o Dolorida o Parestesia;
COR: o Résea/Normal o Arroxeada o Esbranquicada o Enegrecida o Avermelhada o
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LIMITES: o Nitdo o Difuso; LATERALIDADE: o Direita o Esquerda o Mediana o Bilateral o Simétrica NUMERO: o Unica o
Dupla o Mdltipla o Generalizada

LOCALIZAGAO:
EXAME CLINICO-FOTOS
BIOPSIA - biopsiar lesdes brancas em mucosa e glandulas salivares (pelo menos 6)
0 1 2 3
» D Sintomas leves com sinais da D Sintomas moderados com  sinais D Sintomas graves com sinais da
Pontuagéo - Boca U semsintomas doenca, mas sem limitagao da doenga com limitagio parcial doenca ao exame com limitagio
significativa para a ingestao oral da ingestao maior da ingestéo oral
q Eritema leve ou moderado D
Eritema Moderado (>25% da boca) ou N N
D Sem (<25% da boca) Eritema grave (<25% da boca) D Eritema grave (>25%)
Liquendide D Sem D Alteragdes Hiperqueratéticas D Alter?;;g_%sol;lol zzr%l;irae;t)oncas D Alteragdes Hiperqueratoticas (>50%
Boca (<25% da boca) da boca)
Ulceras D Sem D sem D Ulceras (<20%) D Ulcerag@es graves (>20%)
Mucoceles
(somente labio inferior O sem 0 1-5 mucoceles U 610 mucocstes U > 10 mucocetes
€ palato mole)
Dor na Boca U semsintomas U sensiviidade a alimento U oo que necessita de narcéticos d Incapaz de comer

| - Avaliagdo da maior leséo ulcerada inicial sentinela (S):
X cm (marcar a localizago anatdmica no desenho)

Il - Qutra nova Ulcera(s) desde a ultima avaliagdo (0)?
o Sim: A maior lesdo ulcerada (O) de___ X cm o Ndo

Como Calcular os 100% da area da cavidade bucal:

40% inclue:
—  labios (“vermillion lips”)
- mucosa labial
- mucosa bucal
40% inclue:
- lingua
20% inclue:
- palato (mole e duro)
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Mouth Mucosal | Mo evidence Mild Mederate Severe
o change of cGvHD
5o Erythema | Mene | Miid erythema or 1 Moderate [z 25%) or 2 Sewere enythema 3
P s, mederate erythema severs eryinema (2 25%)
e Pl - 5o Pelate [= 25%) {= 26%:)
ke Lichenoid HNene 0 Hyperkeratotic changes 1 Hyperheratatic changes 2 Hyperkeratotic changes 3
o (= 25%) (25%-50%) (> 50%)
Uicers None MHone Ulgers mvalvng € 20% Severs ulcerations
0 0 3 0> 20) 6
Mucoceles® | None 0 1-5 muccoeles 1 &=10 scatiered 2 Ower 10 muococeles 3
mucocelas
“Mucoceles scored for lower Total score for all
iainai and sofi paiaie oniy mucosal chanqes
Mucosal No evidence Mitd Moderate Severe
change of ¢GvHD
Erythema None Mild erythama or Moderate (2 28%) or Severe erythema
moderate erythema savers arythema (= 25%)
(= 25%) i< 28%)
Lichenoid None Hyperkeratatic changes Hyperkeratotic changes Hyperkeralohc changes
(< 25%} (2655%-50%) (> 50%)
Ulcers Neag HNone Ulsers invalving £ 20% Savere ulcerations
(> 20%)
Mucoceles® | Nene 1-5 mucocales E-10 scattered Ower 10 mucoceles
mucoeles
"Muceeles scored for lower Total score for all
Iabial and soft palate anly mucosal changes

FORMULARIO MEDICO DO ESTUDO
Data da Visita
Paciente:

N° do Prontudrio:

Data do Diagnéstico inicial da DECHc:

Tipo do DECHc:
No inicio do diagnéstico da DECHc:

Data* do diagnostico inicial da DECHc pelo

Progressiva O

Plaquetas abaixo 100,000 ul:

Eosindfilos acima 500 ul:

Recebendo esteroide: 0 Nao
O <0.5 mg/kg/dia
0> 0.5-1mglkg/d
O > 1 mgl/kg/dia

Conduta

Interruptacc De Novo O

Sim O Nao O
SimO NaonO

criterio do NIH:
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