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RESUMO

Objetivo. Avaliar os efeitos das terapias de estimulacdo salivar no fluxo salivar, da mucosite
oral e nos niveis de citocinas salivares em pacientes que receberam transplante alogénico de
células-tronco hematopoiéticas.

Modelo de estudo. Trinta e cinco pacientes foram randomizados em trés grupos, classificados
pelo tipo de terapia de estimulacdo salivar submetidos: O grupo do Hiperbolbide, da
estimulacdo elétrica nervosa transcutanea (TENS), o da combinacao desses duas terapias; e do
grupo controle. Saliva em repouso e estimulada foram coletadas de 7 dias antes, a 14 dias
apos o transplante. Citocinas salivares foram avaliados pelo método ELISA.

Resultados. Os grupos TENS e TENS + Hiperbol6ide foram menos afetados pela reducdo do
fluxo salivar em repouso e também mostraram uma tendéncia a manter altas taxas de fluxo
salivar estimulado em relacdo ao grupo controle. Os grupos de terapia tiveram menor
incidéncia de mucosite oral em graus 3 e 4. Os grupos TENS e TENS + Hiperboldide
tenderam a apresentar uma reducao de MMPs e aumento dos niveis de EGF.

Conclusdo. As terapias de estimulacdo salivar contribuiram para minimizar a reducdo do
fluxo salivar e gravidade da mucosite induzida por quimioterapia oral.

Palavras Chaves: estimulacdo salivar, mucosite oral, transplante alogénico de células tronco-

hematopoiéticas.



ABSTRACT

AMARAL, Tania Mara Pimenta. Effect of mechanical and electrical therapies on salivary
flow in oral mucositis induced by chemotherapy and cytokine levels in saliva of patients
undergoing HSCT. 2010. 100f. Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Odontologia, Belo Horizonte, 2010.

Objective. To evaluate the effects of salivary stimulation therapies on salivary flow, oral
mucositis and salivary cytokines levels in patients receiving allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation.

Study Design. Thirty-five patients were randomized into three groups categorized by type of
salivary stimulation: Hyperboloid, transcutaneous electrical nerve stimulation (TENS),
combination of these two therapies and control group. Resting and stimulated saliva were
collected from 7 days before to 14 days after transplantation. Salivary cytokines were
assessed by ELISA.

Results. The TENS and TENS+Hyperboloid groups were less affected by the reduction of
resting salivary flow and also showed a tendency to keep higher rates of stimulated salivary
flow in relation to the controls. Therapy groups had lower incidences of oral mucositis in
grades 3 and 4. The TENS and TENS+Hyperboloid group tended to show a reduction of
MMPs and increased of EGF levels.

Conclusion. Salivary stimulation therapies contributed to minimize the reduction of salivary
flow and severity of chemotherapy-induced oral mucositis.

Keywords: salivary stimulation, oral mucositis, Allogeneic HSCT, cytokines.
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1 INTRODUCAO

O transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) é uma modalidade
terapéutica importante para doencas malignas e benignas, na qual emprega-se doses
extremamente altas de quimioterapia associada ou ndo a radioterapia. A citotoxicidade destas
acarreta transtornos como a mucosite bucal que é uma frequente intercorréncia debilitante em
pacientes submetidos a altas doses de quimioterapia. A mucosite bucal se caracteriza por uma
reacao toxica inflamatdria que afeta todo trato alimentar e pode se apresentar como placas
brancas seguidas ou ndo de ulceracdes, as quais sdo sitios potenciais de infec¢des implicando
em aumento da morbidade e mortalidade.

As disfuncdes das glandulas salivares maiores e menores sdo consequéncias também
encontradas nos pacientes submetidos ao TCTH e a secrec¢do salivar pode apresentar reducao
durante o regime de condicionamento. O decréscimo momentaneo do volume salivar que
ocorre durante a quimioterapia pode estar associado com a ocorréncia de mucosite oral. Desta
forma, a estimulacdo salivar pode contribuir para a reducdo da incidéncia e da ocorréncia de
mucosite oral causada pela quimioterapia. Esta estimulacdo salivar pode ser feita por
estimulos mecanicos, elétricos, gustatorios e farmacologicos. Alguns beneficios da
estimulagdo salivar ja foram descritos, porém, até o0 momento a relacdo entre fluxo salivar e
ocorréncia de mucosite ainda ndo esta bem estabelecida na literatura. Este estudo teve como
objetivo verificar o efeito da estimulagdo salivar mecanica e elétrica, no fluxo salivar e na
ocorréncia de mucosite nos pacientes submetidos ao TCTH. Os niveis de Fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), Interleucina-10 (IL-10), Fator de crescimento epidérmico (EGF),
Metaloproteinase de Matriz 2 e 9/ Inibidores de metaloproteinases teciduais-2 (MMP2/TIMP-
2) e (MMP9O/TIMP-2) respectivamente, foram analisados na saliva em diferentes momentos

antes e ap6s o TCTH.
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2 SINTESE BIBLIOGRAFICA

2.1 Transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH)

O TCTH consiste na infusdo de células precursoras hematopoiéticas indiferenciadas
capazes de reconstituir a medula 6ssea eliminada apds doses mieloablativas de quimioterapia
e/ou radioterapia e, consequentemente, normalizar a producdo dos elementos do sangue
(Storb, 1994).

O TCTH pode ser realizado com fontes e tipos de células diferentes. Quando as células-
tronco hematopoiéticas provém do proprio paciente, ele é chamado transplante autélogo.
Quando as células sdo provenientes de outra pessoa que ndo o proprio receptor, o transplante
recebe 0 nome de alogénico. O transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas pode
ser realizado com células obtidas de um doador familiar (TCTH aparentado) ou ndo (TCTH
ndo-aparentado). Quando o doador € um irmdo gémeo univitelino, o transplante é denominado
singénico (Léger et al., 2004).

Em relacdo a fonte de células-tronco, pode-se utilizar a medula 6ssea, as células-tronco
provenientes do sangue periférico ou do corddao umbilical. Durante mais de 20 anos, a medula
Ossea foi a Unica fonte disponivel de células-tronco hematopoiéticas. As células-tronco do
sangue periférico e corddo umbilical foram introduzidos no final dos anos 80 (Gratwohl et al.,
1996; Tse; Laughlin, 2005).

O regime de condicionamento pré-TCTH utiliza altas doses de quimioterapia, associada
ou ndo a radioterapia corporal total. Esse procedimento tem como objetivos: estabelecer um
grau de imunossupressdo suficiente para que o enxerto ndo seja destruido pelas células

imunocompetentes do receptor; destruir um nimero maximo de células neoplésicas residuais



18

do receptor, e criar, dessa forma, um “espaco” onde a nova medula possa proliferar (Storb,
1994).

O TCTH se inicia de sete a 10 dias antes do dia da infusdo das células-tronco
hematopoiéticas, com o protocolo de condicionamento quimioterapico. Sdo considerados dias
negativos antes do dia da realizacdo da infusdo (D-7; D-1). O dia da infusdo é considerado o
dia zero (D-0). A partir do dia da infusdo a contagem do tempo, dias pos-transplante é
positiva (D+1, D+3, D+7).

O protocolo de condicionamento com as altas doses quimioterapicas causam
diminuicdes transitorias, porém significativas da producdo salivar. Essa reducdo salivar se
relaciona com a mucosite oral por varias razbes como insuficiéncia de fatores
antimicrobianos, reducdo dos protetores da mucosa bucal ou aumento da toxicidade dos

agentes quimioterapicos nos tecidos bucais (Epstein et al., 2002; Jensen et al., 2003).

2.2  Mucosite oral

Os pacientes receptores de transplante geralmente apresentam alteracdes bucais em
consequéncia da severa imunossupressdo causada pela quimioterapia ou radioterapia (Filicko
et al., 2003; Sonis, 2004; Scully et al., 2006; Gandemer et al., 2007). Dentre as complicacdes
bucais durante o TCTH, a mais frequente é a mucosite oral, caracterizada por uma reacéo
toxica inflamatoria que compromete o trato alimentar. Na mucosa bucal esta toxicidade ocorre
sobre as celulas epiteliais, as quais possuem um alto indice de proliferagdo e se renovam em
um periodo de 7 a 14 dias. Este fato torna estas células vulnerdveis ao tratamento
quimioterapico, devido a interferéncia da droga no ciclo celular, impedindo a renovacao
epitelial (Bensadoun et al., 2001). Como a reposi¢do celular esta comprometida, ocorre a
exposicdo do tecido conjuntivo subjacente, desencadeando dor intensa, ulceracdes,

dificuldade de alimentacdo e fala (Filicko et al., 2003; Sonis, 2004; Scully et al., 2006;
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Gandemer et al., 2007). Estas manifestacbes bucais podem ser graves e interferir nos
resultados da terapéutica, levando a complicacdes sistémicas, aumentando o tempo de
internacdo hospitalar, os custos do tratamento e a qualidade de vida do paciente (Raber-
Durlacher et al., 2000; Gabriel et al., 2003; Filicko et al., 2003).

A ocorréncia de mucosite bucal varia de 40 a 60% em pacientes submetidos a
protocolos quimioterdpicos em tratamento de neoplasias (Sonis et al., 1999; Sonis et al.,
2001; Melkos et al., 2003). Dependendo do regime condicionante, a ocorréncia de mucosite
pode chegar a 100% (Barasch; Peterson, 2003; Filicko et al., 2003; Sonis et al., 2004; Elad et
al., 2006; Fall-Dickson et al., 2007).

Clinicamente a mucosite bucal é caracterizada por uma regido eritematosa na mucosa
bucal, podendo evoluir para ulceracdo, resultando em dor intensa, desconforto, disgeusia e
disfagia (Elting et al., 2003). As regides mais acometidas sdo as areas da mucosa bucal ndo
queratinizadas: mucosa jugal, labial e superficie ventral da lingua (Scully et al., 2006).

A mucosite oral nos pacientes submetidos ao TCTH geralmente ocorre entre os dias
D+4 e D+10 (Stiff, 2001; Elad et al., 2006; Scully et al., 2006).

Sonis et al. (2004) descreveram a mucosite oral como um processo biolégico complexo
que pode ocorrer em cinco fases: 1) Iniciacdo: Esta fase ocorre logo ap6s a administracao da
radioterapia ou quimioterapia causando danos diretos ou ndo ao DNA, por meio de formacéo
de espeécies reativas de oxigénio (ROS), o que diminui a renovacéo celular, agredindo tanto as
células epiteliais quanto o tecido conjuntivo e afetando, em especial, epitélio e vasos
sanguineos. Nesta fase a mucosa apresenta aspecto normal. 2) Super regulacdo: Nesta fase
ocorre a producdo de varios mediadores inflamatérios tais como o TNF-qa, Interleucina-13
(IL-1B) e Interleucina-6 (IL-6) que estimulam enzimas pré-apoptoticas, bloqueando 0s
mecanismos de crescimento e diferenciagdo celular e dando inicio aos danos teciduais.

3) Sinalizacéo e amplificacédo: Nesta terceira fase, além dos efeitos sobre o epitelio, endotélio
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e fibroblastos, as citocinas pré-inflamatorias exercem uma acao indireta na amplificacdo do
dano tecidual iniciando um ciclo de retroalimentacdo positivo, ampliando o dano primario.
4) Ulceracéo: E a fase resultante da citotoxicidade nas células primordiais da camada basal
levando as alteracBes atroficas, que resultam em ulceracdo. E a fase mais sintomatica e
provavelmente a mais complexa com formacdo de areas de erosdo cobertas por
pseudomembrana. Nesta fase ocorre a colonizacdo de bactérias que irdo ativar macréfagos
teciduais aumentando a producdo de citocinas pré-inflamatérias, as quais aceleram e
amplificam os danos teciduais. Em pacientes neutropénicos é nesta fase que pode ocorrer
bacteremia e sepse pela invasdo de microorganismos através dos vasos da submucosa.
5) Cicatrizacao: Ocorre a proliferacdo e diferenciacdo celular, resultando em cicatrizacdo do
tecido afetado e restabelecimento da microbiota local.

A ocorréncia da mucosite oral pode estar relacionada ao tratamento antineoplasico
(tipos, dose e duracdo do tratamento) e fatores relacionados ao paciente como idade, género,
leucometria, estado nutricional, higiene bucal e possivelmente volume salivar (McCarthy et
al., 1998; Sonis, 1998; Epstein; Schubert, 1999; Epstein et al., 2002; Barasch; Peterson, 2003;
Scully et al., 2006; Karolewska et al., 2008; Jensen et al., 2010).

Em um estudo longitudinal, Woo et al. (1993) observaram que 77,8% dos pacientes
submetidos a0 TCTH que receberam condicionamento com Bussufano e Ciclosfosfamida
desenvolveram mucosite oral, demonstrando que estas drogas sdo desencadeadoras
importantes de mucosite.

O indice de gradacgdo de mucosite permite ao profissional de saide avaliar a severidade
das lesdes em termos de dor e capacidade do paciente manter alimentacdo adequada. Existem
alguns métodos de se avaliar o grau de severidade da mucosite. O sistema de graduacéo de
mucosite mais utilizado atualmente € o da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no qual sdo

levados em consideracéo critérios objetivos e subjetivos, que consideram o estado fisico geral
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e nutricional do paciente, bem como a inspecdo da cavidade oral. E uma escala de fécil
manipulacdo, aplicabilidade direta e validada. Para atribuir um determinado grau de mucosite
sdo avaliadas alteracfes da mucosa bucal como o aparecimento de eritema em combinacgéo
com comprometimentos subjetivos e funcionais como dor e capacidade de alimentagédo
(WHO, 1979). O método desenvolvido pelo National Cancer Institute (NCI) avalia os sinais
objetivos como o tamanho das lesbes em uma escala de 0 a 4 (Epstein et al., 2000), enquanto
a Oral Mucositis Assessment Scale (OMAS) avalia o tamanho das Ulceras, a severidade do
eritema e a localizacdo das lesdes (Sonis et al., 1999).

Consideravel progresso em relacdo as orientacBes para a conduta e tratamento da
mucosite tem sido feito desde quando as diretrizes originais foram publicadas em 2004 pelo
Mucositis Study Group of the Multinational Association of Supportive Care in Cancer
(MASCC) e pela International Society for Oral Oncology (1ISOO) (Keefe et al., 2007).

Ao analisar os fatores de risco associados a mucosite em 63 pacientes submetidos a
quimioterapia com 5-fluorouracil, McCarthy et al. (1998) revelaram por meio da analise de
regressao logistica que o fluxo salivar reduzido no inicio do tratamento (OR = 10,0) e nivel
basal de neutrdfilos inferior a 4.000 células/smm3 (OR = 3,9) foram significativos preditores
da mucosite oral. Assim, estes autores relataram a importancia da mensuracédo prévia do fluxo

salivar antes do inicio do tratamento.

2.3 Mediadores inflamatérios e mucosite oral

Os estudos da literatura tém enfocado a participagdo de citocinas na mucosite oral
(Sonis et al., 2004; Fall-Dickson et al., 2007). As citocinas pro-inflamatdrias estdo presentes
em niveis elevados no sangue e soro durante a inflamagdo enquanto que as citocinas

antiinflamatdrias estdo em niveis menores (Meirovitz et al., 2010).



22

O TNF-oo € um mediador primario da ativacdo e da resposta inflamatdria e esta
envolvido na patogénese da mucosite oral e de doencas auto-imunes. O TNF-a é geralmente
um dos primeiros mediadores a ser produzido em processos inflamatérios, sendo responsavel
pelo desencadeamento da cascata de ativacdo de varias outras citocinas inflamatérias como
IL-1, IL-6 e o proprio TNF-a. O TNF-q apresenta também agdes regulatorias em varios tipos
celulares como ativacdo de células endoteliais, estimulacdo de fibroblastos, agregacdo e
adesdo de neutréfilos e regulacdo da funcéo de linfécitos T e B (Makhatadze, 1998; Holler,
2002; Sonis et al., 2004). O TNF-a, juntamente com a IL-1, apresentam papel importante
durante a primeira fase da mucosite (Sonis, 1998).

O estudo de Fall-Dickson et al. (2007) avaliou a eficdcia dos métodos de biologia
molecular para mensuracao dos niveis de TNF-a na saliva e sua correlagdo com a intensidade
de dor e a ocorréncia de mucosite orofaringea em 13 pacientes submetidos ao TCTH. A
severidade de mucosite foi avaliada de acordo com a escala de OMAS. Os resultados
mostraram uma alta concentracdo de TNF-a na saliva no dia D+9 (10,31 pg/ml) e sugeriram
que a saliva pode ser um meio Util para deteccdo de marcadores inflamatérios da mucosite
oral. Entretanto ndo encontraram relacéo entre dor e nivel de TNF-a.

A interleucina-10 (IL-10) é produzida nos linfocitos B e T “helper” tipo 2 (Th2) e nos
monocitos e possui uma fungo inibitoria da proliferagdo dos linfocitos T “helper” tipo 1
(Th1) e da produgdo de interferon (IFN)-y e IL-2, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a. A fungéo
dos monocitos como células apresentadoras de antigenos, também € inibida pela IL-10 por
meio da diminui¢do da expressdo dos antigenos do complexo de histocompatibilidade classe
I, da molécula de adesdo intercelular tipo 1 e da expressdo do CD23. Contrariamente a esta
acao antiinflamatoria, a 1L-10 promove a resposta de celulas B em parte por funcionar como
fator de crescimento destas células e por inibicdo das células T helper (Thl) (Moore et al.,

2001).
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Min et al. (2001) estudaram a relacdo entre os niveis de citocinas pro e antiinflamatdrias
no sangue de 52 pacientes submetidos ao TCTH. Os resultados mostraram que os padrdes da
cinética de producdo de IL-6 e IL-10 observados durante a fase inicial do transplante foram
diferentes em pacientes apresentando complicacfes precoces e aqueles pacientes que néo
apresentaram complicacfes. Os resultados mostraram diferencas significativas, com altos
niveis de IL-10 na quarta semana pds-transplante nos grupos com complicacdes quando
comparados com 0s grupos sem complicacdes.

O Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) é um polipeptideo produzido pelas
glandulas salivares, importante na inducdo do crescimento epitelial, na inibicdo da secrecao
gastrica e na aceleracdo da cicatrizacao (Balicki et al., 2005; Eckley et al., 2007).

A reducdo dos niveis de EGF foi atribuida principalmente a reducdo do volume salivar
no estudo de Epstein et al. (2000) quando avaliaram dezoito pacientes submetidos a
radioterapia, correlacionando nivel de EGF na saliva e severidade de mucosite oral. A
avaliagdo da mucosite foi realizada durante seis semanas. Na saliva estimulada, na segunda
semana, os resultados mostraram uma significativa correlagdo entre altos niveis de EGF com
0 menor grau de mucosite. Estes achados também foram observados na terceira e quarta
semanas.

Sonis et al. (1992) realizaram um estudo para avaliar o efeito do EGF no curso,
frequéncia e cicatrizagdo de mucosite induzida por 5- fluorouracil em animais de laboratorio.
Foram inseriram capsulas contendo EGF entre o musculo retrator e o platisma desses animais.
Os autores observaram que o0s animais que receberam o EGF tiveram mucosite mais grave,
com a duracdo de tempo maior e com comprometimento da sobrevida, quando comparada
com o grupo controle. Os resultados deste trabalho podem ser explicados pelo fato de que a
estimulacdo da divisdo celular induzida por EGF pode ser resultado do aumento da

suscetibilidade da mucosa aos efeitos estomatotoxicos da quimioterapia.
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As metaloproteinases da matriz (MMPs) constituem uma familia de enzimas
proteoliticas que exercem papel importante nos processos biolégicos como a embriogénese,
remodelacdo, reparacdo e destruicdo dos tecidos normais (Watanabe et al., 2005). Além disto,
as MMPs atuam diretamente na destruicdo tecidual no curso de diversos processos
inflamatdrios (Makela et al., 1994), sendo que os niveis salivares de MMP podem ser
utilizados como indicadores de doenca inflamatéria bucal (Herr et al., 2007).

Ocorrem alteragdes no mecanismo de turnover da matriz extracelular, durante a
fisiopatologia dos processos benignos e malignos nos quais as MMPs e os TIMPs estdo
relacionados. Existe uma falta de evidéncia para a importancia das MMPs nas lesdes
induzidas por quimioterapia. Os niveis de MMPs tém sido alvos de estudo nos pacientes com
cancer, assim como nos processos inflamatdrios e degenerativos, incluindo artrite reumatdide,
periodontite e asma (Al-Dasooqi et al., 2009).

A relacdo entre as metaloproteinases MMP-1, 8 e 13 e a severidade de mucosite foi
avaliada em 23 pacientes submetidos ao TCTH. Duas amostras de bochecho basal foram
obtidas com 3 ml de solucdo salina estéril por 10 segundos. Ndo foi observada correlacéo
entre a mucosite oral e os niveis das MMPs avaliadas. Os resultados sugerem que as MMPS
podem ndo necessariamente desempenhar um papel no desenvolvimento da mucosite oral
(Shoval et al., 2005).

Na revisdo realizada por Al-Dasooqi et al. (2009), os autores relataram que os danos da
quimioterapia ja estdo bem estabelecidos no trato alimentar e intestinal como resultado do
aumento da regulacdo da resposta ao estresse e das citocinas pro-inflamatorias. No entanto,
um melhor entendimento da participacdo dos possiveis mediadores da mucosite é ainda
requisitado a fim de orientar estratégias de tratamento. As MMPs tém mostrado funcionar em

vias bem conhecidas de regulacdo da mucosite e contribuido para a inflamacéo e para injuria



25

tecidual. Os autores afirmam que as MMP podem ser um dos principais mediadores no
desenvolvimento da mucosite.

Efeitos de um biopolimero foram descritos por Morvan et al. (2004), para verificar a
prevencdo da mucosite oral induzida por 5-fluororaucil em hamsters. Um aumento dos niveis
histologicos de MMP2 e MMP9, acompanhados de reducdo dos niveis de TIMP-2 e TIMP-1
foi observado nos grupos que ndo receberam o polimero. Os niveis basais de MMPs e TIMPs
foram similares nos animais que receberam o biopolimero, correlacionando a severidade da
mucosite oral e proporcionando assim suporte adicional para um papel das MMPs na

mucosite.

2.4 Anatomia e fisiologia das glandulas salivares

O complexo de glandulas salivares bucais & composto por trés pares de glandulas salivar
maiores e numerosas glandulas salivares menores distribuidas na mucosa oral. As glandulas
salivares maiores dividem-se em parotida, submandibular e sublingual. A producdo diaria de
saliva em uma pessoa saudavel estad ao redor de 1.500 ml, onde 75% dessa quantidade sdo
produzidas pelas glandulas submandibulares, 20% pelas parotidas e 5% divide-se entre as
glandulas sublinguais e as menores (Malpani et al., 1999).

A inervacdo das glandulas salivares é feita por nervos parassimpaticos secretomotores.
As glandulas parotidas recebem estimulo do nervo auriculo temporal (ramo do nervo
glossofaringeo — IX par) e as submandibulares recebem estimulos do nervo corda do timpano
(nervo intermédio — VII par). As glandulas salivares menores sdo inervadas por fibras
parassimpaticas que percorrem através do nervo facial, lingual e palatino. As células
secretoras apresentam dupla inervagdo — pelo sistema nervoso autbnomo parassimpatico e
pelo sistema nervoso autdbnomo simpatico — podendo ser estimuladas pelo componente

simpatico ou parassimpatico ou por ambos simultaneamente (Schubert; lzutsu, 1987). A acdo
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do sistema nervoso autbnomo parassimpatico atua na producdo de saliva com baixa
concentracdo de proteina enquanto o sistema nervoso autbnomo simpatico atua na producéo
de pequena quantidade de saliva, porém com alta concentracdo de proteina e ions (Nauntofte
et al., 2005).

A saliva ¢ um fluido aquoso, transparente, que é secretado pelas glandulas salivares por
meio de seus respectivos ductos diretamente na cavidade bucal. A saliva reveste a mucosa
bucal e é responsavel pela lubrificacdo desta facilitando a movimentacdo da lingua e dos
labios no momento da fonacdo, mastigacdo e degluticdo. Os constituintes salivares auxiliam
na manutencdo da integridade da mucosa pela aglutinacdo, hidratacdo e lubrificacéo,
contribuindo para a manutencdo de uma barreira efetiva contra agressfes externas aos tecidos
bucais (Longman et al., 2000). Os valores ideais de secrecdo salivar em repouso e estimulada
sdo, respectivamente, acima de 0,4 ml/minuto e 1,5 a 2,5 ml/minuto (Tarzia, 2003; Conceicédo
et al., 2006). A maior parte da composicdo da saliva € de dgua (99%) e o restante é formado
por componentes organicos e sais minerais (Tarzia, 2003; Amerongen; Veerman, 2002).

Fator importante para a secrecdo salivar é o adequado estado das glandulas, propiciado
pelo suprimento sanguineo durante a atividade secretora. O fluxo e a qualidade da saliva estdo
constantemente se modificando, de acordo com o0s estimulos que agem sobre as glandulas
salivares, através do Sistema Nervoso Autdbnomo e principalmente o Sistema Nervoso
Parassimpatico (Nauntofte et al., 2005). Os nucleos salivatérios sdo excitados tanto por
estimulos gustativos quanto tateis da lingua, mucosa jugal e palato mole. Certos estimulos
tateis, como a presenca de objetos lisos na boca, também causam salivacdo abundante

(Nauntofte et al., 2005).
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2.5 Disfunc¢do do fluxo salivar associada & quimioterapia

A hipossalivacao pode fazer parte dos sintomas de certas doencas sistémicas que afetam
as glandulas salivares ou pode ser causada por fatores tais como o uso de certos
medicamentos, a radioterapia e a quimioterapia (Porter et al., 2004).

Concentracbes de drogas quimioterdpicas sdo encontradas na saliva dos pacientes
submetidos a quimioterapia, 0 que resulta em exposicdo direta da mucosa a estes agentes. As
principais alteracGes observadas sdo: reducdo do volume salivar, alteracdo dos constituintes
da saliva, da microbiota bucal, e do nivel de imunoglobinas salivares. A reducdo do volume
salivar e as alteracdes dos constituintes podem afetar a capacidade de protecdo e reparo da
mucosa e o controle da microbiota bucal, aumentando a ocorréncia de infec¢bes (Epstein;
Schubert, 1999, Epstein et al., 2002).

As alteracdes nas glandulas salivares menores produzidas pelo tratamento
antineoplasico foram estudadas em 120 amostras de pacientes necropsiados submetidos a
diferentes protocolos de quimioterapia, para diversas doencas neoplasicas, cujos 6bitos se
deram em periodos distintos do tratamento (Lockhart; Sonis, 1981). Os autores demonstraram
gue os quimioterdpicos induziram dilatacdo ductal em glandulas salivares menores e
degeneracdo acinar em 50% dos pacientes. Segundo os autores, estas alteracfes foram mais
evidentes naqueles pacientes submetidos a um periodo maior que trés semanas de
quimioterapia. Em uma revisdo feita por Jensen et al. (2003), aproximadamente 50% dos
pacientes em tratamento antineoplasico apresentaram também dilatacdo ductal, formacéo
cistica no epitélio glandular, degeneracdo acinar e infiltragdo inflamat6ria em amostras de
glandulas salivares menores.

O fluxo salivar ndo estimulado das glandulas salivares menores foi estudado por
Blomgren et al. (2002). Os autores avaliaram pacientes com neoplasias hematoldgicas

submetidos a varios ciclos de quimioterapia entre uma e oito semanas antes da coleta de saliva
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e compararam os resultados com um grupo controle de individuos saudaveis. Os resultados
demonstraram que no grupo em tratamento quimioterdpico, o fluxo salivar ndo estimulado
apresentou-se reduzido quando comparado com o grupo controle. Os autores também
observaram que o tempo ap6s a quimioterapia pode ser um fator importante para recuperacao
dos valores do fluxo salivar.

Chaushu et al. (1995) relataram que as disfuncfes das glandulas salivares sdo uma das
complicacdes orais que podem permanecer por algum tempo pds TCTH acarretando reducéo
do fluxo salivar. Esta alteracdo pode ser resultado direto ou indireto da toxicidade do regime
condicionante. As manifestacdes clinicas observadas incluiam parotidite, saliva viscosa e
xerostomia.

Coracin et al. (2006) estudaram a captacdo e eliminacdo do pertecnetato-99m Tc e do
galio-67 nas glandulas salivares maiores. As imagens com galio mostraram um aumento do
infiltrado inflamatério no periodo p6s-TCTH. O fluxo salivar ndo estimulado nao apresentou
diferenca entre os periodos pré- e p6s-TCTH. Os resultados obtidos sugeriram um
envolvimento das glandulas salivares maiores apés o TCTH, principalmente nas glandulas
submandibulares e que o infiltrado inflamatério pode ser o responsavel pela queixa de

xerostomia.

2.6 Terapias para restabelecimento do fluxo salivar em pacientes sob TCTH

O fluxo salivar é definido como a quantidade de saliva secretada por um determinado
tempo que banha a boca e distribui uma infinidade de compostos organicos e inorganicos para
o interior da cavidade bucal (Raphael Junior et al., 2005).

As alteracBes nas glandulas salivares menores causadas pelo tratamento quimioterapico

e pelo regime de condicionamento para o TCTH sdo relativamente conhecidas. Entretanto,
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poucos trabalhos relatam o acometimento das glandulas salivares maiores nesses periodos
(Coracin et al., 2006).

Os procedimentos geralmente indicados para pacientes submetidos ao TCTH que
apresentam reducéo do fluxo salivar se restringem a terapia de suporte e incluem a utilizacao
de sialogogos farmacologicos que sdo agonistas colinérgicos como a pilocarpina e cevimelina,
0s quais aumentam a producdo de saliva pela estimulacdo glandular (Awidi et al., 2001;
Couriel et al., 2006). A pilocarpina e, recentemente, a amifostina sdo as Unicas drogas
aprovadas pelo US Food and Drug Administration para uso como sialogogos farmacolégicos
(Dib et al., 2000).

Awidi et al. (2001) concluiram que o uso de pilocarpina como estimulador salivar,
empregando-se 32 pacientes portadores de neoplasia, foi eficaz para a prevencdo da mucosite
oral. Os autores relatam que a pilocarpina estimula a producao salivar das glandulas menores
e que 0s constituintes salivares: mucina e glicoproteinas exercem um papel protetor e de
prevencdo na mucosite induzida por quimioterapia.

Por causa de seus efeitos colinérgicos, mesmo em baixas doses, deve-se avaliar com
cautela quais os pacientes e em que situacdes esta droga pode ser utilizada. A pilocarpina néo
¢ recomendada a pacientes com asma, Ulceras gastrointestinais, hipertensdo arterial,
problemas cardiovasculares, e pode apresentar como efeitos colaterais, sudorese, rinite,
cefaléia, nausea e urina freqliente (Nagler et al., 2003; Brosky, 2007).

Os sialogogos mecéanicos utilizam a mastigacdo como um estimulo efetivo para
aumentar o fluxo salivar. E indicado ao paciente que consuma alimentos que exijam uma
mastigacdo vigorosa, que se mantenham objetos na boca ou que se faca uso de materiais que
requerem ser mastigados constantemente como a parafina ou gomas de mascar. As gomas de
mascar que contenham sorbitol ou xilitol podem proporcionar beneficios imediatos tais como:

aumento do fluxo salivar, melhora da capacidade amortecedora da saliva, ajuda na eliminagéo
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de restos alimentares e favorecimento da funcdo remineralizadora da saliva (Santos et al.,
2001).

Gandemer et al. (2007) realizaram um estudo multicéntrico avaliando a eficacia do uso
de goma de mascar no aumento do fluxo salivar em 145 criancas submetidas ao TCTH.
Apesar de ndo encontrarem uma significativa reducdo da severidade da mucosite, 57% das
criancas que utilizaram a goma de mascar se beneficiaram em relacdo a reducdo do grau de
mucosite quando comparados com o grupo controle. Os autores relatam também uma reducéo
significativa no tempo de nutricdo parenteral no grupo das criangas que usaram a goma de
mascar e sugeriram que a goma de mascar pode estar associada com a cicatrizacdo da mucosa
oral em um menor tempo.

Apesar dos inimeros relatos na literatura de que a saliva possui um grande namero de
funcBes benéficas para a cavidade bucal (Dumbrigue et al., 2000, Longman et al., 2000;
Nauntofte et al., 2005; Jensen et al., 2010) existem pouquissimos trabalhos demonstrando o
efeito de terapias de restabelecimento do fluxo salivar nos pacientes submetidos ao TCTH.

Ha alguns relatos na literatura sobre a estimulacdo salivar com o uso de sialogogo
elétrico para outras condi¢fes que também apresentam reducdo do fluxo salivar (Hargitai et
al., 2005; Strietzel et al., 2007), porém para o paciente submetido ao TCTH, até 0 momento,
este € o primeiro trabalho. Até a data de hoje, ndo ha nenhuma orientacdo do MAASC e do

ISOO para o restabelecimento do fluxo salivar nos pacientes sob TCTH.

2.7 Sialogogo Mecanico (Hiperboloide)

O Hiperboldide € um instrumento de mastigacdo usado como auxiliar na Terapéutica
Ortopédica Funcional dos Maxilares. E um composto de silicone SILASTIC, macio, liso,
transltcido ndo peneirado e apos ser curarizado, adquire uma dureza de 32 a 36 SHORE A,

gue permite exercicios mastigatorios ndo traumatizantes. Possui a forma de uma hipérbole
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com apices arredondados, € ainda atoxico, insipido e inodoro. Em qualquer posicdo de
mastigacdo, mantém equilibrio entre mandibula e maxila, produzindo excitagdes das
glandulas salivares responsaveis pela secrecdo de um volume de saliva consideravel (Cheida,
2004). A vantagem deste método em relacdo ao uso de goma de mascar € que o Hiperbolodide
possui uma dureza padrdo semelhante a dureza da mastigacdo, que produz estimulos neurais,
mais eficientes, aumentando o fluxo salivar. Trabalhos preliminares realizados pelo nosso
grupo, em que o Hiperboldide foi utilizado em paciente portador da Sindrome de Ardéncia
Bucal, demonstraram resultados satisfatorios, observando-se aumento da secrecao salivar e

reducdo da sensacdo de queimacéo (Oliveira et al., 2007).

2.8 Estimulacdo Elétrica Transcuténea (TENS)

O TENS é um aparelho que através de eletrodos produz corrente elétrica de baixa
intensidade que estimula terminagbes nervosas (Strietzel et al., 2007). Um dos possiveis
mecanismos de acdo do TENS sobre as glandulas salivares € o aumento da irrigacao
sanguinea e a estimulacdo do nervo auriculo-temporal que age no reflexo secreto-motor,
principalmente da parétida. Além disto, ocorre estimulacdo periférica da glandula em resposta
aos reflexos do nucleo salivar (Hargitai et al., 2005; Strietzel et al., 2007). Embora existam
poucos trabalhos relatando o efeito da eletro-estimulacdo no fluxo salivar, os estudos
disponiveis demonstram que o uso do TENS resulta em aumento do fluxo de saliva
estimulada em pacientes com e sem historia de alteracdes salivares (Talal et al., 1992;
Hargitai et al., 2005). Resultados prévios sugerem que o efeito do TENS pode ser sinérgico a
outros sialogogos, agindo de maneira mais eficiente como acelerador do que como iniciador
do fluxo salivar, uma vez que seu efeito € relativo em casos nos quais ndo existe fluxo salivar

basal (Hargitai et al., 2005). Estudos preliminares realizados por nosso grupo demonstram a
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eficacia do TENS associado ao Hiperboldide no restabelecimento do fluxo salivar em
pacientes portadores de halitose (Mota et al., 2006).

Um estudo para verificar a eficacia da estimulacéo elétrica nos musculos da faringe em
cinco pacientes com cancer de cabeca e pescoco que apresentaram disfagia, xerostomia e
reducdo do fluxo salivar foi realizado por Pattani et al. (2010). Os pacientes receberam trés
aplicacdes semanais de TENS durante um ou dois meses apds os ciclos de radioterapia.
Quatro eletrodos foram colocados ao longo do pescogo anterior sobre os musculos da faringe.
O TENS foi aplicado em uma frequéncia de 30 mA e um intervalo de pulso de 80 a100 hertz.
Todos os cinco pacientes notaram uma melhora significativa na disfagia, bem como aumento
na producédo de saliva com sintomas de diminuicdo da ingestdo de dgua durante as refeicdes,

boca mais Umida a noite, consequentemente mais horas de sono.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar o efeito das terapias de estimulacdo mecanica e elétrica no fluxo salivar, na
ocorréncia de mucosite e nos niveis de citocinas da saliva em pacientes transplantados de

celulas-tronco hematopoiéticas.

3.2 Objetivos Especificos

1. Verificar a eficacia do método de estimulacdo salivar mecéanica, Hiperbol6ide, do
método de estimulacdo salivar elétrica, TENS, e da associacdo dos dois métodos no
restabelecimento do fluxo salivar e ocorréncia de mucosite em pacientes submetidos ao
TCTH;

2. Auvaliar o impacto das terapias de estimulacdo salivar e da ocorréncia de mucosite oral
na sobrevida de pacientes submetidos ao TCTH;

3. Avaliar os niveis de TNF-a, IL-10, EGF, MMP2/TIMP-2 e MMP9/TIMP-2 na saliva de
pacientes submetidos ao TCTH sob diferentes terapias para estimulacéo salivar;

4.  Avaliar a associacdo entre os niveis de TNF-a, IL-10, EGF, MMP2/TIMP-2 e
MMPY/TIMP-2 na saliva de pacientes submetidos ao TCTH com a ocorréncia de

mucosite.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Pacientes

Foi incluido na amostra um total de 35 pacientes submetidos ao alo-TCTH atendidos na
Unidade de Transplante de Celulas-Tronco do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (HC-UFMG) no periodo de fevereiro de 2008 a setembro de 2009. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-UFMG) sob parecer
n® ETIC467/07 (ANEXO A) e pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo do Hospital das
Clinicas (DEPE-HC) sob parecer 186/2007 (ANEXO B). Todos os pacientes foram
convidados a participar do estudo por meio de assinatura de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXOS C e D). Foi realizado calculo amostral, considerando a proporcdo de
pacientes com quadro de mucosite em estudos anteriores de 72,7% (Antuniassi, 2005)
admitindo um erro de 5%, e nivel de confianca de 95% e nimero de pacientes internados
durante o periodo do estudo de 40 pacientes. Desta forma, o tamanho da amostra foi calculado
em 34 pacientes.

Os pacientes foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo Controle
(pacientes que ndo foram submetidos a nenhuma terapia de estimulacdo salivar); Grupo
Hiperboloide (pacientes que fizeram uso do sialogogo mecéanico Hiperboldide); Grupo TENS
(pacientes que foram submetidos a estimulacdo elétrica transcutdnea neural) e Grupo
TENS+Hiperboldide (pacientes que fizeram estimulagdo salivar com a combinacdo do
TENS+Hiperboldide). A alocacdo dos pacientes nos determinados grupos foi feita pela ordem
cronoldgica que eram encaminhados a Unidade de Transplante, de acordo com uma ordem de

alocacdo inicialmente estabelecida no estudo (Fluxograma 1).
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Grupo micial selecionivel
n = 37 pacientes

v
Excluidos

Recrutamento > n = 2 pacientes
(ndo quiseram participar)
A4

Randomizagio
n = 35 pacientes

'

Alocagio

4
Acompanhamento
v
Analise
v
v v v v

Controle Hiperboloide TENS TENS+Hiperbolowde
(8 pacientes) (10 pacientes) (Y pacientes) [ (8 pacientes)

Fluxograma 1 - Fluxograma de delineamento do estudo.

Os critérios de inclusdo foram: pacientes atendidos no HC-UFMG que foram
submetidos ao TCTH previamente submetidos a tratamento odontoldgico, e que fizeram um
condicionamento mieloablativo, idade acima de 16 anos, mucosa bucal intacta no primeiro dia
de condicionamento e capacidade de cooperar com o tratamento. Os critérios de exclusao
foram: pacientes submetidos ao TCTH sem terapia mieloablativa prévia, casos sem
seguimento clinico; pacientes que se recusaram a participar.

O condicionamento para TCTH foi realizado de acordo com os protocolos da Unidade
de Transplante de Células-Tronco no HC-UFMG e variaram de acordo com o tipo da doenca,
0 estado da doenca e do tratamento prévio, no momento do transplante. O condicionamento
quimioterapico mais utilizado foi: Bussulfano/Ciclofosfamida/Mesna e

Campath/Fludarabina/Melfalano.
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4.2 Avaliacdo de mucosite

Todos os pacientes passaram por exame clinico no dia D.; com o objetivo de avaliar: a
cavidade bucal na sequéncia proposta: 1) vermelhdo do labio superior, 2) mucosa labial
superior, 3) mucosa alveolar superior, 4) borda gengival e alveolar superior, 5) palato duro, 6)
palato mole, 7) orofaringea, 8) dorso da lingua, 9) borda lateral de lingua, 10) ventre de
lingua, 11) soalho de boca, 12) borda gengival e alveolar inferior, 13) mucosa alveolar
inferior, 14) mucosa jugal direita e esquerda, 15) mucosa labial inferior, 16) vermelhdo do
labio inferior, 17) comissuras labiais (WHO, 1997).

A presenca e classificacdo de mucosite foram avaliadas com a escala de gradacédo de 0 a
4, assim classificado: sem alteracBes (grau 0); eritema, irritacdo e dor (grau 1); eritema,
Ulceras, é possivel a ingestdo de alimentos solidos (grau 2); Glceras, somente a ingestdo de
liquidos € possivel (grau 3); ingestdo de sélidos e liquidos é impossivel (grau 4) (Parulekar et
al., 1998). Durante o periodo de internacdo, os pacientes foram avaliados para detectar a
ocorréncia e a severidade da mucosite oral por um examinador, quatro dias por semana do dia
D.; até o dia D.30. A avaliacdo foi realizada no leito do paciente, sob luz artificial, com luvas
de procedimento e auxilio de espatulas de madeira. O grau de mucosite foi avaliado por um
examinador, em consenso com a equipe médica que discutiam semanalmente as condicGes
gerais dos pacientes internados. Durante todo estudo foi utilizado uma ficha clinica para
anotacbes dos dados dos pacientes, fluxo salivar, ocorréncia de mucosite, e outras

informacdes (ANEXO E).

4.3 Sialometria

A sialometria foi empregada para afericdo do volume salivar produzido em repouso e

sob estimulo. Para coleta de saliva em repouso e de saliva estimulada o paciente permaneceu
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cinco minutos sem realizar movimentos de mastigacao, degluticdo e fala, em posicéo sentada,
com o tronco voltado para frente. Para sialometria em repouso coletou-se toda saliva formada
na boca durante cinco minutos em um tubo milimetrado tipo Falcon estéril, capacidade de 50
ml. Para sialometria sob estimulo, os procedimentos foram semelhantes aos descritos para
sialometria em repouso excetuando-se que durante a coleta o paciente utilizou o Hiperboléide
durante os cinco minutos. Os pacientes se submeteram a duas sialometrias antes do
transplante nos dias (D.7; D.1) e trés apds o TCTH (nos dias D.3, D7 € D414). Utilizou-se uma
pipeta graduada para obtencdo do volume total da saliva em repouso e sob estimulo, dividindo

o total de mililitros de saliva coletada por 5, obtendo o resultado em ml/minuto.

} D., D : . .
A férmula —“*——Z2x100 foi usada para obter o volume residual salivar em repouso e
D

7

estimulado, sendo D.14 representa o valor do fluxo salivar da Gltima coleta realizada e D.7 0
valor do fluxo salivar da primeira coleta realizada. Este calculo representa a subtracdo entre o
valor observado no final do estudo e o valor observado inicialmente. O resultado desta
subtracdo é comparado de forma proporcional ao valor inicial. Este calculo torna todos os
grupos comparaveis, uma vez que existe variacdo no fluxo salivar inicial dos diferentes

pacientes.

4.4 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

A saliva foi diluida na proporgédo 1:1 em uma solucdo de PBS (0,4 mM de NaCl e
10 mM de NaPQ,) contendo inibidores de proteases (0,1 mM de Fluoreto de Fenil metil
sulfonil, 0,1 mM de cloreto de benzetdnio, 10 mM de EDTA e 0,01 mg/mL de aprotinina A) e
0,05% de Tween-20. A solugdo foi homogeneizada, distribuida em aliquotas e congelada a -

80°C até a analise por ELISA.
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As concentracfes das citocinas TNF-o IL-10, EGF, MMP2/TIMP-2 ¢ MMP9/TIMP-2
nas amostras de saliva foram determinadas pela técnica de sanduiche, descrita por Ondrey et
al. (1999). As reacGes de ELISA foram realizadas com Kits DuoSet (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) de acordo com as especificacbes do fabricante. As concentracdes
foram expressas em mg/ml. A concentracdo de proteina total foi utilizada para corrigir 0s
valores de citocinas para cada amostra. Os valores corrigidos foram expressos em pg/mg de

proteina/min.

4.5 Terapia com sialogogo mecanico- Hiperbolbide

Os pacientes dos grupos 2 e 4 receberam os Hiperboldides (Figura 1) para a realizacdo
de movimentos mastigatorios balanceados, iniciando a terapia no dia D-7 e finalizando no dia
D+30. Os pacientes fizeram a terapia com o Hiperboldide quatro vezes ao dia, sempre apés as
refeicbes durante 10 minutos. A vida atil do Hiperboloide ¢ em média de seis dias. O
Hiperboloide foi prescrito para o paciente por meio de vias de receituarios da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais (FO-UFMG) juntamente com todas as
informacBes adequadas, e foram substituidos pela pesquisadora sempre que necessario. O
Hiperboloide foi adquirido em pacotes contendo 10 unidades diretamente com o Dr. Afranio

Cheida.

Figura 1: Sialogogo mecénico: Hiperboloide.
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4.6 Terapia com sialogogo elétrico - TENS

Para a estimulacdo elétrica salivar foi utilizado TENS com dois canais (QUARK, Sao
Paulo, SP, Brasil) (Figura 2). O grupo de pacientes que se submeteu a terapia de estimulacao
elétrica neural iniciou as aplicacdes de TENS no dia D-7 e finalizando no dia D+30. Cada
paciente realizou trés sessfes de estimulo elétrico semanais, com duracdo de 30 minutos cada,
nas glandulas salivares maiores, parétidas, submandibulares e sublinguais. Os eletrodos foram
colocados adjacentes a regido de localizacdo das glandulas salivares maiores sob a face
(Figura 3). Utilizou-se uma frequéncia de pulso de 50Hz e duracdo do pulso de

250 micro/seg, conforme protocolos previamente estabelecidos por Hargitai et al. (2005).

Figura 2: Aparelho de estimulagéo elétrica transcutanea.

Figura 3: Aplicacdo do TENS: os eletrodos posicionados sob a face nas regifes das glandulas
salivares maiores.
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4.7 Analise estatistica

As mudancas no fluxo salivar foram avaliadas por analise de medidas repetidas de
variancia, porque cada grupo foi avaliado varias vezes. Teste t de Student, o teste de Kruskal-
Wallis, teste exato de Fisher e o teste de Friedman foram utilizado para dentro do grupo e
entre grupos de comparacdo para mucosite oral e os niveis de citocinas. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

Os resultados foram apresentados na forma do artigo cientifico submetido ao periddico
Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Phatology, Oral Radiology and Endodontology. Dados

demogréaficos dos pacientes sdo apresentados no ANEXO F.

51 Artigo
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ABSTRACT

Objective. To evaluate the effects of salivary stimulation therapies on salivary flow, oral
mucositis and salivary cytokines levels in patients receiving allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation. Study Design. Thirty-five patients were randomized into three groups
categorized by type of salivary stimulation: Hyperboloid. transcutancous electrical nerve
stimulation (TENS). combmation of these two therapies and control group. Resting and
stimulated saliva were collected from 7 days before to 14 days after transplantation. Salivary
cytokines were assessed by ELISA,

Results. The TENS and TENS+Hyperboloid groups were less affected by the reduction of
resting salivary flow and also showed a tendency to Keep higher rates of stimulated salivary flow
i relation to the controls. Therapy groups had lower incidences of oral mucositis in grades 3 and
4. The TENS and TENS+Hyvperboloid group tended to show a reduction of MMPs and increased
of EGF levels,

Conclusion. Salivary stimulation therapies contributed to minimize the reduction of salivary

flow and severity of chemotherapy-induced oral mucositis,

Keywords: salivary stimulation; oral mucositis; Allogeneic HSCT: cytokines
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INTRODUCTION

Allogenic hematoporetic stem cell transplantation (allo-HSCT) 1s the treatment of choice for
many malignant and non-malignant hematological diseases.! Allo-HSCT is preceded by a
conditioning regimen with high doses of chemotherapy to eliminate patient’s disease prevent the
rejection of the graft and 1o create a space where the marrow can proliferate.” As a result of this
conditioning regimen. the allo-HSCT patients usually have oral ulcerations and a breakdown of
mucosal barriers. These oral mamfestations may be severe, resulting in systemic complications
and significant morbidity and mortality,™*

Chemotherapy-induced oral mucositis is one of the major complications that affects the
gastrointestinal tract and causes difficulty in swallowing and talking.”** The development of
mucositis induced by chemotherapy mvolves several mechanisms, including i) direct damage to
epithelial cells and connective tissue. 1i) inflammatory response and iii) reduction of cell
wrmover,™” Inflammatory mediators such as interleukin-1 (I1-1). tumor necrosis factor-ue (TNF-

ay *” interleukin-10 (1L-10),"° matrix metalloproteinases (MAPs)™""

and growth factors as
epidermal growth factor (EGF)""" have been implicated in oral mucositis,

The dysfunction of major salivary glands is also a common consequence of allo-HSTC. Salivary
flow and secretion of antimicrobial factors may be significantly reduced during the conditioning

pA RS b

regimen.' This transient decrease in saliva production has been associated with oral

mucositis."*'** In line with these findings, salivary stimulation flow contributes to reducing the
incidence and severity of chemotherapy-induced mucositis, ™!
Salivary stimulation may be done via mechanical stimulation, chewing gum-like

22

sialogogues.”" ™" clectrical sialogogues such as transcutancous clectric nerve stimulation
(TENS)*™*** and pharmacologic sialogogues such as pilocarpine.”’ Although some authors have
described the benefits of salivary stimulation for oral mucositis prevention.'**’ the relationship

between salivary flow and oral mucositis in allo-HSCT patients has vet to be established,
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This paper aims to assess the eflTectiveness of salivary stimulation therapies on oral mucositis
occurrence in patients submitted to allo-HSCT. Moreover. the levels of tumor necrosis factor-a
(TNF-a). interleukin (IL-10). epidermal growth factor (EGF). matrix metalloproteinases and
specific tissue mhibitors (MMP2/TIMP-2, MMP9/TIMP-2) were assessed in the saliva before

and after allo-HSCT,
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PATIENTS AND METHODS

Patients

This study was approved by the Institutional Ethics Committees of Universidade Federal de
Minas Gerais and Hospital das Clinicas (HC-UFMG). A signed informed consent was obtained
from all of the participants, This investigation followed the guidelines of Helsinki Declaration,
Thirty-five consecutive allo-HSCT patients from HC-UFMG. between February 2008 and
September 2009, were included in this prospective study. All patients received alio-HSCT for a
direct collection of bone marrow or peripheral blood stem cells. The patients were conditioned
for allo-HSCT according to specific protocols from the Stem Cell Transplant Unit at HC-UFMG
that varied according to the type and status of the disease. Eligible patients were randomized into
four groups: Group 1 - Control Group (reccived no salivary stimulation therapy). Group 2 -
salivary mechanical stimulation using a chewing instrument (mechanical sialogogue-
Hyperboloid), Group 3 - salivary stimulation by transcutancous ¢lectrical nerve stimulation
(TENS); Group 4 - salivary stimulation using the TENS combined with Hyperboloid
(TENS+Hyvperboloid). The patients were under therapy from day seven before allo-HSCT (D-7)

until day thirty after allo-HSCT (D+30),

Saliva collection

Saliva samples were obtamed at two time points before transplant (D-7 and D-1) and three time
points after (D+3, D+7 and D+14). The saliva was collected under two conditions: resting and
stimulated. The patients were instructed to wash their mouths with pure water before collection.
For collecting both the resting and stimulated saliva. sterile tubes were used where each patient
spit out all of the saliva formed in the oral cavity for 5 min. For the collection of stimulated
saliva. patients used Hyperboloid for five minutes. The samples were centrifuged at 1.500 rpm
for 10 min and the volume was measured with a micropipette. The saliva samples were

subsequently diluted (1:1) in a PBS solution containing protease inhibitors (0.1 mM PMSF. 0.1

5
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mM benzethonium chloride. 10 mM EDTA, and 0.01 mg/ml aprotinin A and 0.05% Tween-20)

and subsequently frozen at -80°C until analysis.

Calculation of salivary flow and residual salivary volume
The total salivary volume was divided by five to obtain salivary flow expressed in ml min™. The

formula £ ~200 o0 was used to obtain the residual salivary volume for resting and stimulated
D,

saliva, with 0.4 representing the last collected salivary flow rate and £.» representing the first

collected salivary flow rate,

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

The salivary levels of cvtokines TNF-u, [L-10, MMP2/TIMP-2, MMP9/TIMP-2 and EGF were
determined using commercially available quantitative sandwich ELISA kits (DuoSet. R&D
Systems. Minneapolis. MN, USA), according to the manufacturer’s instructions. The total
protein in the saliva samples was measured using the Bradford method and BSA standard
{Fermentas Life Sciences. Vilnius. Lithuania). The concentrations were expressed in mg/ml. The
total protein concentration was used to correct the saliva cytokines values for each sample. The
saliva sample values corrected by total protein and salivary flow were expressed in pg/mg

protein/min.

Mucositis Evaluation

The severity of mucositis was scored as grade 0 — no signs or symptoms: grade 1 - painless
ulcers. erythema. or mild soreness: grade 2 - painful ervthema, edema, or ulceration but the
patient can eat, grade 3 - mucosal damage and the patient can ingest only liquids: grade 4 -
severe mucosa damage and the patient requires parenteral or enteral support.” During

hospitalization, the patients were evaluated four days a week from D-7 to D+30 1o detect the
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occurrence and severity of oral mucositis by one examiner. The evaluation was carried out for
each patient in a bedside manner. under artificial light with procedure gloves and with the aid of

wooden spatulas. The examiner was blinded to the treatment assignment.

Mechanical sialogogue therapy (Hyperholoid)
Patients were instructed to perform balanced masticatory exercises afier meals with the use of
the Hyperboloid” (Fig. 1) four times a day for ten minutes each. The Hyperboloids were

replaced by the researcher whenever needed.

Electrical sialogogue therapy (TENS)

For ¢lectrical salivary stimulation, TENS with two channels was used (QUARK, Sdo Paulo, SP,
Brazil). Patients underwent three sessions of electrical stimulation on a weckly basis for 30
minutes each. The electrodes were placed at the regions adjacent to the major salivary glands:
parotid, submandibular and sublingual (Fig 2). A pulse frequency of 50 Hz and pulse duration of

ey . o 04
250 micro/sec were used, as previously described.

Statistical analysis

The changes in the salivary flow were evaluated by repeated measures analysis of variance.
Fisher's exact test, Student t-test, the Kruskal-Wallis test and the Friedman test were used for
within-group and between-groups comparison of oral mucositis and cytokine levels. Statistical
analyses were performed using SPSS 16.0 software (SPSS Inc.. Chicago. IL, USA), A p value =

0,05 was considered statistically significant.
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RESULTS

Patients

Thirty-five allo-HSC'T recipient patients were enrolled in this study. The mean of the patients”
ages was 33.56+12.46 years. The age distribution was similar in all groups (p = 0.05). The
control group was predominantly male (6/8) (73%), as were the TENS (7/9) (77.8%) and
TENS+Hyperboloid (5/8) (62.5%) groups. while (5/10) 50% of patients in the Hyperboloid
group were female. However. the difference in the gender distribution of the groups was not
statistically significant (p = 0.03),

The recipient/donor gender division was as follows: (4/34) 11.8% female/female, (14/34) 41.2%
male/male. (6/34) 17.6% male/female, (10/34) 29.4% female/male. No significant differences
were found (p = 0.05) for the gender division. Twenty-six percent of patients (9/35) had non-
malignant primary discase while (26/35) 75% had malignant discases, Fifteen patients (15/35)
(42.8%) remained alive at end of follow-up (217 = 189 days), Of which (4/'8) 50%: (3/10)
30.0%; (5/9) 55.6% and (3/8) 37.5% were found in the control, Hyperboloid, TENS and

TENS+Hyperboloid groups, respectively.

Effect of therapy on salivary volume

The resting and stimulated salivary flow rates were assessed between dayvs D-7 and D+14, No
significant differences were found between the groups. However, a tendency toward a decrease
in resting salivary flow was observed in all groups (p=0.09). The TENS and
TENS+Hyperboloid groups were less affected by this decrease (Fig. 3. A). In terms of stimulated
saliva, TENS and TENS+Hyperboloid groups showed a tendency to keep a higher salivary flow
than did the other groups (p = 0.09) (Fig. 3. B).

The same analysis was performed comparing the control group with a set of three therapy groups

{TENS, Hyperboloid, TENS+Hyperboloid). In the analysis of residual resting saliva, the three
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therapy groups showed an increase in salivary flow (22.41%) while the control group showed a
decrease (25.06%) (p = 0.05).

In the analysis of residual resting saliva. the TENS and TENS+Hyperboloid showed an mncrease
of salivary flow while the Hyperboloid and control groups showed a decrease (p = 0.05) (Fig. 3.
C).An analysis of the residual stimulated salivary flow showed a declining in all groups. though
the control and Hyperboloid had a greater reduction compared to TENS and TENS+Hyperboloid

groups (p =~ 0.05) (Fig. 3. D).

Occurrence of mucositis and salivary flow

Sixty-eight point six percent (24/35) of patients had some grade of mucositis. with (6/8) 75.0%:
(8/10) 80.0%; (3/9) 33.3% and (7/8) 87.5% of the patients being affected in the control,
Hyperboloid, TENS and TENS+Hyperboloid groups, respectively. The most involved sites were
the upper and lower lip, buccal mucosa, ventral and lateral tongue, floor of mouth and soft and
hard palate. The groups did not differ in the grade of mucositis (p = 0.05). The groups who
received therapy had a lower incidence of grades 3 and 4 mucositis in comparison with the
control group (Fig, 4, A).

No statistically significant differences were observed in patients with or without mucositis in
relation to stimulated salivary flow (p = 0.05). In the group with mucositis, however. an
important decrease was seen on day D+14, which was not observed for groups without mucositis
(Fig. 4. B). Similar results were observed for resting salivary flow, In terms of residual
stimulated saliva, the group with mucositis also showed a trend in the reduction of flow

(33.38%) than the group without mucositis (14.65%) (p = 0.05),

Influence of changes in salivary flow and occurrence of mucositis on patients’ survival
Although the salivary stimulation therapies had no significant result on patients’ survival, the

total volume of saliva influenced the survival of patients submitted to allo-HSCT. Higher values
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of resting saliva were observed in the survival group on day D+14 (p ~ 0.04) (Fig. 5. A). Similar
results were observed for stimulated saliva (p = (L.03) (Fig. 5. B). Mucositis also influenced
patient’s survival, (17/24) 72.6% of patients in the group without mucositis remained alive.

whereas (8/11) 70.8% of patients with mucositis were deceased (p - 0.027) (Fig. 5. C).

Salivary cytokines levels

TNF-a

The TENS group presented higher levels of TNF-o in the resting saliva on day D+14 (p = 0.01).
A similar trend was observed for the Hyperboloid group. Otherwise, in the control and
TENS+Hyperboloid groups, TNF-u levels had a tendency to decrease over time for both resting
and stimulated saliva (Table T). No statistically significant differences were observed in the TNF-
a levels in relation to the occurrence (or the lack) of mucositis (data not shown) (p = 0.05).

IL-10

The control group showed a significant increase in IL-10 levels at days D+7 and D+14 in the
resting (p = (1.03) and stimulated saliva (p = 0.004). A similar tendency was observed for the
TENS+Hyperboloid group in resting and stimulated saliva. Otherwise, all of the other therapy
groups tended to decrease [1L-10 levels over time for both resting and stimulated saliva, except
for stimulated saliva in the Hyperboloid group (Table II). No statistically significant differences
were observed in IL- 10 levels in relation to the occurrence (or the lack) of mucositis (data not
shown) (p = 0.05),

MMP2/TIMP-2

Lower levels of MMP2TIMP-2 in resting saliva were observed i the therapy groups and
especially in the TENS group (p = (.08) in relation to the control at day D=7, For stimulated
saliva. higher levels of MMP2TIMP-2 at day D+7 were verified for the Hyperboloid group

{p = 0.03) (Table 3). Considering the variation for resting and stimulated saliva, MMP2TIMP-2
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values tended to decrease i the TENS and TENS+Hyperboloid groups. while an increasing
trend was observed in the control and Hyperboloid groups (Table TIT).

Patients with mucositis showed significantly higher levels of MMP2/TIMP-2 on day D+14 in
stimulated saliva (875.79+893.72) in relation to group without mucositis (136.68:228.16.

p = 0.04)

MMPO/TIMP-2

A tendency of lower levels of MMP9/TIMP-2 in resting saliva were observed in the TENS and
TENS+Hyperboloid groups on days D+7 and D+14 in relation to other groups. Also, higher
levels of MMPYTIMP-2 i stimulated saliva were found i the control group on day D+14 in
relation to the therapy groups, In the TENS+Hyperboloid group, MMPOTIMP-2 values of
stimulated saliva remained low during the entire period (Table IV),

Patients with mucositis showed a significant increase of MMPY/TIMP2 levels on day D-1 in
stimulated saliva (372.31 = 776.45) m relation to group without mucositis (17.68 = 32.04;

p=0.04),

EGF

Increased levels of EGF in resting saliva were observed on day D+7 and D+ 14 in therapy groups
compared with the control group. In stimulated saliva, lower levels of EGF were observed in the
control group on davs D+3 and D+7 compared with other periods (p = 0.02). In the TENS group,
EGF levels in stimulated saliva remained unaltered from davs -7 to +14. A trend towards higher
levels of EGF in stimulated saliva was observed in the TENS+Hyperboloid group on day D+14
in relation to the control and other therapy groups (p = (.07). (Table V'),

Patients with mucositis showed a significant increase in EGF levels in resting saliva on day D+3
(657,09 + 1725.38) in relation to group without mucositis (73.76 = 73.31: p=0.02). In

stimulated saliva. a significant augment of EGF levels was observed in the patients with
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mucositis on day 1D+3 (222.31 = 213.67) in relation to group without mucositis (86.70 = 122.79:
p = 0.03). The same significant increase of EGF levels in stimulated saliva in the group with
mucositis was observed on day D47 (265.74 + 179.84) in relation to the group without mucositis

(100.97 + 38.60: p ~ 0.03).
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DISCUSSION

Saliva has a variety of beneficial effects on the oral mucosa that mclude lubrication.
cleansing. buffering, antimicrobial action and protection."'” Disturbances in the salivary quality
and quantity as observed during allo-HSTC may have deleterious consequences for the oral
mucosa.""* ¥ In this study, we aimed to determine the effect of salivary stimulation therapies
on salivary flow and oral mucositis in patients undergoing chemotherapy. Our major findings
were that electrical therapy alone or combined with mechanical salivary stimulatory therapies.
minimized the reduction of salivary flow and severity of chemotherapy-induced oral mucositis.

Other studies have reported a temporary reduction of salivary secretion during allo-
HSCT." %7 This reduction can be related to the action of chemotherapeutic drugs which induce
glandular damage."* For this reason, patients undergoing chemotherapy should be advised to

A 3 S 2 5 & i 9,23
stimulate their salivary glands to increase their residual secretory capacmcs.l

In this setting,
the Hyperboloid is a chewing instrument made of silicone, which is sofl, smooth and translucent.
It acquires a hardness 32-36 Shore A, allowing non-traumatic masticatory exercises.”” It also has
the shape of a hyperbola with a rounded apex and is nontoxic, odorless and tasteless. The
advantage of this approach over the use of chewing gum is that the Hyperboloid has a standard
hardness, which produces neural stimuli effective in increasing salivary flow.”’” The TENS
electrostimulatory device is a non-invasive. safe and transcutaneous nerve stimulation therapy
that has been reported to stimulate salivary flow.*** One of the possible mechanisms of TENS is
the increase in blood supply and the stimulation of the auriculotemporal nerve. especially at the
parotid gl:md.z" These therapies are safe cause no side effects and have been employed with
success in treatment of burning mouth syndrome, Sjégren's syndrome and Sialolithiasis.* ***" In
contrast, the parasympathomimetic drugs are associated with a number of uncomfortable side

effects including sweating. tachyarthythmia. rhinitis. dizziness. nausea and increased urinary

frequency.””
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Among the oral complications reported in the literature during allo-HSCT. the most
frequent was oral mucositis.”™*" The incidence of oral mucositis can reach 100% in patients
receiving myeloablative therapy.™® In this study. 68.5% of patients had some grade of oral
mucositis. Mucositis severity was influenced by salivary stimulation therapies. with patients
under salivary stimulation showing less severe oral mucositis. Furthermore, none of the patients
in the TENS group had severe mucositis. Similar to our results, significant reductions in the
incidence and severity of mucositis were observed when salivary stimulation was performed by

A3 and mechanical sialogogues.” The association between reduced

using pharmacologic
salivary flow and oral mucositis could result from the insufficient production of antimicrobial
factors (e.g lactoperoxidase, lactoferrin and lvsozyme) and mucosal protectants (e.g. EGF.
glycoproteins and sIgA),"” as well as prolonged action and cytotoxic effects of chemotherapeutic
drugs on the oral mucosa, i

The reduction in salivary flow, in addition to the severity and duration of oral mucositis in
patients undergoing bone marrow transplantation, can have substantial influence on morbidity
and mortality.""*"” Indeed, our results demonstrated significantly higher values of resting and
stimulated saliva and lower incidence of mucositis in the survival group. Morbidity and mortality
associated with mucositis includes ulceration, severe pain, bleeding and increased risks for local
and systemic infections.””

Altered salivary levels of cytokines have been found in patients with oral mucositis.™*
Thus, saliva might be useful for the detection of inflammatory markers and to assess oral
mucositis severity.® In this study, we did not observe significant association between the TNF-a
and 1L-10 levels with the occurrence of mucositis. However, other studies demonstrated that
absence of complications after HSCT might be related to the [L-10 effects on down-modulation
of pro-inflammatory cytokine production such as TN F-a ™

The TENS therapy resulted in lower levels of MMP2/TIMP2 and MMP9/TIMP2 in resting

and stimulated saliva. These results may reflect the decreased incidence of oral mucositis in this
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group. as patients with mucositis exhibited a significant increase in salivary levels of these
molecules.”

Increased levels of EGF in resting and stimulated saliva were observed in the groups that

underwent salivary stimulation therapy. This finding could retlect the beneficial effects of

salivary stimulation on oral mucosa. given that EGF plays an important role in maintaining the
anatomic continuity of the oral cavity’s mucous membranes.™ We also verified that patients who
had oral mucositis showed a significant increase in EGF levels i both resting and stimulated
saliva. This result may be associated with an increased healing of the oral mucosa after
injury, 123435

Thus, some previous studics reported a negative correlation between levels of EGF
in saliva and mucosal damage.' 3%

Hyposalivation can significantly compromise mucosal integrity, impair chewing and
swallowing and debase the quality of life in patients undergoing chemotherapy, 1723 The results
obtained by mechanical and ¢lectrical salivary stimulation contributed to minimize the decrease
of salivary flow reduction and the severity of oral mucositis in patients undergoing allo-HSCT.
These combined therapies are safe, inexpensive, had no adverse effects and seemed to augment
salivary protection, thus reducing the severity of oral mucositis, Furthermore, a reduction of both
salivary flow and the incidence mucositis had a negative impact on patients’ survival, reinforcing

the importance of salivary stimulation in patients receiving chemotherapy.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 Mechanical sialogogue-Hyperboloid

Fig. 2 Electrical sialogogue. Transcutancous electric nerve stimulation (TENS) with eletrodes

placed on the face regions of major salivary glands.

Fig. 3 The time course of resting (A) and stimulated salivary flow (B} in patients undergoing
allo-HSCT under different salivary stimulation therapies, The effect of salivary therapies on
restdual resting (C) and stimulated (D) saliva. The values represent mean+SD. Therapy groups:

Control (C), Hyperboloid (H), TENS (T), TENS+ Hyperholoid (T+H).

Fig, 4 The effect of different salivary stimulation therapies on mucositis grades (A) in patients
undergoing allo-HSCT. The time course evaluation of stimulated saliva considering the

occurrence {or lack) of mucositis (B). The values represent mean:SD.

Figure 5 The time course of evaluation of resting (A) and stimulated (B) saliva for deceased and

living patients, The occurrence of mucositis in deceased and living patients (C). *p = 0.05

comparing the salivary flow of deceased and living patients at the same time point.
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5. Table

Table I -The etfects of salivary sumulation therapies on TNF-a levels.

Resting Saliva Stimulated Saliva
Time
C " T T+H r C H T T+H P
s 0 0 636 603 0 133 1114
D7 044 058
(0-30392) N-29.35) (0-12.30) (1-245.34) (0-341.56) 10-6322) (0-135.32) (0-513 40)
0 o o 0 o o o 0
Dl 053 3]
(0-1297) (-0) (0-25.82) {0-1514) 0-22.21) 10-60.69) (-16.42) {0-10.59)
0.66 487 0 0 1390 L] o S08
D+3 088 (1513
{0-616) (1-64,26) -8 8% {07812 (1-75,38) (0-131 69) (0-16.98) (0-24 65)
o L4 0 o 0 543 o 440
D7 nos 061
(0:24.49) (0x222.06) (0:28.67) {047.49) W21.77) (0:242.86) (05292 (0-35.70}
0 9 1060~ 384 408 139 80 [
Do 049 09l
(01880} (756) (033,92, -1352.77) 5410 (03933 (0.135.27) (061 A2}
r 129 0 0.01 a4t (54 021 RS 023

#Values expressed m pg'maprotein’ ml mun | represent median followed by mummum and maxammum, Control (C; Hyperboloid
(HY, TENS (T), TENS=Hyperboloid (T+H) groups. **Indicates differences comparing different imes of evaluation (Friedhman test)
Kruskal - Wallis test was wsed to compare therapies groups



Table 11 - The effects of salivary stimulation therapies on [L-10 levels.

Resting Saliva Stimubated Saliva
Time
C H T T+H r < H T T+H | p
225 12ra 1611 027 LAt 0 5629 120
Dy 079 06
(0-2881.76)  (0.54033) {0-26942.84) (0.81 5% {0.703 82} (012341 00)  (D-40045.78)  (0-18737)
a0t 2418 22393 30 0 0 20,38 o
Dl na2 039
(0-8271)  (0-M9632)  (O1I47E81)  (0-5815.20) (0.990) (01980541} (0-17560.70) (0-4343.81)
o 45228 3019 54.7% 092 o 9864 .79
D3 on (T3]
(0-6283)  (041004.26)  (T.39-12607.6%)  (0-1668.99) {0-265084)  (0-2835245) (016417 97) (0-A423405)
303,12 U 0os 1en ATRAY 1039 2.0} aso?
e 049 036
(0-195622)  (0.289.16) (0:579849)  (0-31614.23) (127-6470.18)  (0-6343388) (0.9748.05)  (0:312.52)
259 20 4074 197 bl B 1621 77~ “4n 1849 10543
D 0352 037
(0-3611.96)  (0-11267) {0 1TE2988)  (0-23494 56) 02176265  @-1131.41)  {0-TI70.75)  10-2820.49)
r 03 01l 020 071 0,004 [31] 03 086

wValues expressed in pgmgpeotein’ ml rmn ' represent median follosed by minimum and maximum. Control (), Hyperboloid (H),
TENS (Th TENS+Hyperbolosd (T+H) groups. **Indicates differences comparing d@fleremt times of evaluation (Friedman test)

Kruskal - Wallis test was wsed to compare theragies groups.

73



Table 11 -The effects of salivary shmulation therapies on MMP2TIMP-2 levels,

Resting Saliva Stimulated Saliva
Time
C H T T+H P C H T T+H | p
50.95% 0 189.07 L6 4979 10.31 .74 1698
D7 019 031
(6.99-217 42) {01046 0-32732)  (4.17-11623) 10-134.46) 0-3512)  (-52202)  (0-116.67)
2838 2670 LR E] 40,43 ‘834 10,33 31.26 RN
53] 0% 0.59
(A.2810007)  (1OA016168)  {0.22946) (0.56.05) {9.3040024)  (029101)  (:332.44)  (0:12577)
848 2084 M8 1200 15348 26.77 340 19
D13 030 016
(0468710 (I0.58-26148)  (0-1996.89)  (D-24.65) (3346-1452.54)  (0-20814)  (D-525.94)  (0-3627)
14858 37.20 3108 188 6393 11748~ a0 EX R
D47 0lg .65
(0A416.40) (2237.62848) (0:507.10) (0.1¢.42) (38.40.15053) (078908} (092982} (0-M.64)
P a7 012 0.6% 033 0.55 03 Q.61 0oL
#Values expeessed in pimgprotein’ ml min | rep lian followed by wurmmum and maammam, Conteol (C); Hyperboloid

{H); TENS (T). TENS=Hyperbolosd (T+H) groups **Indicates differences companng different times of evaluation (Friedman test),
Kruskal « Wallis test was used to conmpare theragies groups.



Table [V -The effcts of salivary stimbation therapies cn MMPOTIMP-2 Jevels.

Resting Saliva Stimulated Saliva
Time
C " l T ] T+H | p C H T l T+H | p
on 5584 23573 50 ] 0 mns= a
D.7 03T 029
(:286.46)  (0-12807)  (0158747)  (0-9691.30) (0-14991.88)  (03203T) (0810247 (0-622.67)
0 o 59 1263 0 [ o 0
-1 028 09y
(0-373.09) (-0 (01719500 (0-141728) (0143027 0120461 1039785 (U-136902)
o 19532 612 3936 543 6538 0 0
D+3 oM 07§
(0-226.42) (0.51758)  (0.1195.72) 0-719.22) {01088 02) {0.787.49) (0-1074.75) (275,600
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Table V -The effects of salivary stimulation therapies on EGF levels.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Alteracdes na composicao e fluxo salivar associados a quimioterapia tém sido apontadas
como possivel causa de ocorréncia de mucosite oral (McCarthy et al., 1998; Epstein et al.,
2002).

As glandulas salivares maiores apresentam graus variados de risco de sofrerem
alteracdes decorrentes do tratamento do cancer. O envolvimento das glandulas salivares
maiores nos pacientes submetidos a radioterapia na regido de cabeca e pescoco ja estdo mais
conhecidas que aquelas provocadas pela quimioterapia (Coracin et al., 2006). Entretanto, mais
estudos sobre 0 assunto sao necessarios para avangos na abordagem preventiva e terapéutica.

A saliva apresenta importante fun¢do na manutencdo da salde oral, seja por sua parte
fluida ou pelos componentes especificos nela encontrados. O fluxo salivar pode ser alterado
por diferentes motivos, como (1) fatores que alteram a funcdo nervosa responsavel pelo
estimulo a glandula salivar, (2) com fatores que afetem a funcdo acinar e ductal (Schubert;
Izutsu, 1987).

Os métodos de diagndsticos utilizando a saliva avancaram bastante nos ultimos anos. A
literatura contém mais de 2000 artigos a respeito de testes salivares que sao realizados desde
1982, descrevendo o uso de saliva total a fim de monitorar doengas sistémicas e bucais. Com
0s avangos tecnoldgicos, é possivel detectar por meio do exame salivar microorganismos
bucais, substancias quimicas presentes no organismo, e marcadores imunoldgicos (Streckfus;
Bigler, 2002).

As vantagens principais em se utilizar o fluido salivar para o diagnéstico no lugar do
sangue sdo o acesso facil e método de coleta ndo invasivo. A analise da saliva tem duas
finalidades: a primeira, identificar individuos com doenca e a segunda, realizar o

acompanhamento do individuo afetado, avaliando a efetividade do tratamento empregado
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(Moura et al., 2007). A analise da saliva também possibilita avaliar o estado nutricional,
metabolico, microbioldgico e imunologico dos pacientes (Wong, 2006).

Vaérios estudos relatam uma correlacdo importante entre a saliva e a manutencdo do
epitélio bucal (Lockhart; Sonis, 1981, Chaushu et al., 1995; Espstein et al., 2002). Se as
glandulas salivares puderem ser estimuladas deve-se usar esta opcdo, dada a saliva ser o
melhor protetor dos tecidos orais. Alguns autores realizaram pesquisas na linha de
estimulacdo salivar, verificando, a real importancia da saliva sobre diversas condi¢des bucais,
tais como tratamento quimioterapico, disfagia e xerostomia, obtendo resultados satisfatérios
(Talal et al., 1992; Hargitai et al., 2005; Gandemer et al., 2007; Pattani et al., 2010). Desta
forma esta linha de pesquisa merece maior investigacao.

Quando causada pela quimioterapia, a mucosite oral se manifesta mais frequentemente
associada a agentes farmacoldgicos especificos, tais como o Metotrexato, 5-FU, Bleomicina,
Doxorrubicina, Cisplatina, Vinblastina e Vincristina. Essas drogas produzem toxicidade direta
por meio de alguns de seus antimetabdlicos, e outros agentes sintéticos como hidroxiureia e
hidrocloridrato de procarbazina, que levam a degeneracdo glandular, alteragdes no colageno e
a displasia epitelial (Epstein et al., 2002).

A mucosite oral é um efeito colateral importante, decorrente do tratamento
antineoplasico, seja por radioterapia ou por quimioterapia. A presenca da mucosite, além de
interferir nos regimes de tratamento do céancer, predispde 0 paciente a outros tipos de
complicacdes, como dores intensas, infec¢cbes oportunistas, desnutricdo devido a baixa
ingestdo oral, dificuldade de expressdo verbal, hospitalizacdo prolongada, que culminam na
queda da sua qualidade de vida (Gabriel et al., 2003; Filicko et al., 2003; Sonis, 2004; Scully
et al., 2006; Gandemer et al., 2007).

A International Society of Oral Oncology sugeriu recentemente a ado¢do do termo

mucosite do trato alimentar, com o objetivo de padronizacdo da terminologia e também uma
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forma de abordar a mucosite de uma forma global, em todo o trato gastrointestinal (Keefe et
al., 2007). Para a avaliacdo da mucosite em boca, ainda persiste a dificuldade de graduacao e
opcao terapéutica, j& que ndo sdo incomuns sinais como a odinofagia associados a uma
auséncia de lesdes em mucosa bucal. Portanto, consideramos pertinente a discussao sobre a
terminologia da mucosite.

Uma das grandes dificuldades em relacdo aos avancos das pesquisas sobre mucosite é a
dificuldade de comparar resultados entre os estudos ja realizados, pois sdo utilizadas escalas
diferentes para a avaliacdo da severidade da mucosite e ainda, nem sempre a apresentacdo
clinica da mucosite corresponde aos sinais e sintomas preconizados na escala. Além disso, o
nimero de pacientes nestes estudos € reduzido e existem variaces nos protocolos
quimioterapicos.

Nenhuma estratégica terapéutica ou abordagem provou-se efetiva na prevencdo e no
tratamento da mucosite bucal até os dias de hoje, apesar de se ter na literatura revisoes
sistematicas e ensaios clinicos randomizados recentes com este objetivo (Epstein et al., 2001,
Clarkson, 2005; Dijuric et al., 2006). O nivel das evidéncias que suportam tais intervencGes
varia e 0s beneficios para pacientes com diferentes tipos de cancer sdo ainda desconhecidos
(Barasch; Peterson, 2003), permanecendo a prevencgéo e o tratamento da mucosite condigdes
ainda ndo resolvidas, limitando a eficicia da terapia anti-neoplasica e prejudicando a
qualidade de vida dos pacientes.

Varios estudos clinicos e laboratoriais tém sido realizados para elucidar a patogénese da
mucosite com o0 objetivo de desenvolver estratégicas preventivas e curativas. Estudos tém
demonstrado a eficacia da administragdo de fator de crescimento para queratinocitos-1
(Palifermina) (Clarkson, 2005; Sonis, 2010). Ha ainda recomendacgdes para a utilizacdo de
crioterapia em pacientes sob regime de condicionamento com altas doses de melfalano

(Scully et al.,, 2006). O uso do laser de baixa poténcia tem demonstrado resultados
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promissores na reducdo da severidade da mucosite oral (Khouri et al., 2009). Segundo a
Multinational Association of Supportive Care in Cancer e a International Society for Oral
Oncology, ndo é recomendavel a utilizacdo de antibidticos tipos lozenge, sulfacrato, fator
estimulador de coldnias de granuldcitos e macréfagos e glutamina para prevencdo ou
tratamento da mucosite oral, uma vez que ainda ndo existem evidéncias que suportem sua
eficiéncia (Keefe et al., 2007).

As terapias de estimulacdo salivar deste trabalho nos pacientes submetidos ao TCTH
apresentaram tendéncias no sentido de minimizar a ocorréncia da mucosite bucal nos graus
mais severos no grupo do TENS+Hiperboloide. Apds mais investigacoes, talvez seja possivel
a inclusdo destas terapias como protocolo de prevencdo de reducdo do fluxo salivar nos
pacientes submetidos a altas doses de quimioterapia.

O tamanho da amostra foi um fator dificultador para a obtencdo dos resultados e para a
analise estatistica e pode justificar o fato de que os resultados apresentaram tendéncias, mas
nédo apontaram diferencas significativas entre os grupos de terapias.

Para eliminar o viés de selecdo, os pacientes foram aleatorizados pela ordem
cronoldgica que eram encaminhados ao Servico de Transplante de Medula de Ossea do
Hospital das Clinicas e foram alocados em cada grupo de acordo com uma ordem de alocagéo
inicialmente estabelecida no estudo. Assim, acreditamos que este método de aleatoriacdo foi
apropriado, pois 0 “n” dos pacientes submetidos a TCTH por ano é geralmente pequeno.

Os dados deste trabalho podem tambem auxiliar no tratamento de pacientes com
modificagdes do fluxo salivar, as quais geralmente estdo associadas a condices como a

Sindrome da Ardéncia Bucal, Sindrome de Sjgréen e Halitose.
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CONCLUSOES

Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas entre os grupos de
estimulacdo salivar e controle, a associacao entre Hiperboldide e TENS e o grupo do
TENS, considerando-se principalmente os valores de saliva estimulada, mostraram
tendéncia de manutencdo do fluxo salivar nos pacientes submetidos ao TCTH. Além
disto, os grupos dos TENS e TENS associado ao Hiperboloide apresentaram tendéncia
de aumento do fluxo salivar residual em repouso;

As terapias de estimulacdo salivar contribuiram para a ndo ocorréncia de mucosite oral
Nos graus mais severos;

Maiores valores fluxo salivar em repouso e estimulado foram encontrados no grupo de
pacientes que sobreviveram em relacdo ao grupo de pacientes que foram a 6bito;

A ndo ocorréncia de mucosite mostrou influéncia positiva na sobrevida dos pacientes;

O grupo TENS tendeu a apresentar uma reducdo dos niveis salivares de MMPs e
aumento dos niveis de EGF. Esta tendéncia pode estar relacionada com a menor
ocorréncia de mucosite neste grupo de pacientes;

Pacientes com mucosite apresentaram um aumento significativo dos niveis de MMPs e

EGF na saliva em relagdo ao grupo sem mucosite.
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ANEXO A
Aprovagcdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comite de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n®. ETIC 467/07

Interessado(a): Profa. Tarcilia Aparecida da Silva
Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontolégica
Faculdade de Odontologia-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 25 de outubro de 2007, apés atendidas as solicitagdes de diligéncia,
o projeto de pesquisa intitulado "Efeitos de sialogogos mecéanico e
elétrico na estimulagdo do fluxo e na composicdo salivar de
pacientes transplantados de células tronco hematopoiéticas" bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto.

Mema Marques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005 - Cep: 31270-901 - BH-MG
Telefone: (031) 3499-4592- FAX: (031)3499-4516 - g-mail; prpa@coen utimg. br
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ANEXO B
Aprovacao da Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo do Hospital das Clinicas (DEPE)/HC

Universidacs ‘ederal de Minas Gerais

das Ciiticas U NG

Pasquisa ¢ Extensdo - DEPE

Beio Horizonte, 19 de dezembro de 2007.

PROCESSO N° 186/2007

TITULO: “EFEITOS DE SIALOGOGOS MICANICO E ELETRICO NA ESTIMULACAO DO
FLUXO E NA COMNP0SICAO SALIVAR DE PACIENTES TRANSPLANTADOS DE
CELULAS TRONCD HEMATOPOIETICAS™,

Sr{a) Pesquisador(a):

Reportando-nos ao proieto de pesquisa acima referenciado, considerando a
aprovagdo pelo COEP/UFMG em 25/10/2007, e, seu de acordo no parecer da
Comissdo de Avaliagdo Econdmico Financeiro de Projetos de Pesquisa/HC, esta
Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional.

Solicitamos enviar 2 DEPE refatério parcial ou final, apés um ano.

Atenciosamente,

7

PROF. HENRIQUE VITOR LEITE
Di DEPE/HC-UFMG

A Sra.

Profa. Tarcllia Aparecida da Silva

Depto. Clinica Médica, Patologia e Cirurgia Odontolégica
Faculdade de Odontologia/UFMG

CGC: 17.217.983/0034.71 - Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - I* andar
Beirre Sants Biginia - CEP 30130-100 - Belo Mortzonse - MG
Telafone: (U51) 32459379 - 14RQ17€ . FAY M1)i yasm masa o =t
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ANEXO C
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (para o paciente para TCTH)

Meu nome é Tania Mara Pimenta Amaral e estou fazendo um estudo que tem o titulo Efeitos de
Sialogogos Mecénico e Elétrico na Estimulacdo do Fluxo e na Composicdo Salivar de Pacientes
Transplantados de Células Tronco Hematopoiéticas ho meu doutorado na Faculdade de Odontologia
da UFMG. Estou querendo saber se o tratamento que vou experimentar € bom para recuperar a saliva
em pacientes que estdo fazendo quimioterapia, antes do transplante de medula. Preciso de sua
colaboragdo para verificar a quantidade de saliva que vocé tem antes e depois do tratamento que
vamos fazer. Este tratamento é feito com uma borrachinha chamada Hiperbol6ide, para mastigar 4
vezes ao dia, em qualquer lugar que vocé estiver.

A medida da saliva é rapida e facil, ndo tem incomodo nem dor. Mastigar a borrachinha também néo
incomoda. Sua colaboracdo é muito importante. Vocé ndo pagard nada por este exame nem pelo
tratamento. VVocé participa se quiser e se quiser, ndo terd nenhum prejuizo no tratamento que voceé ja
faz. Se vocé assinar concordando em participar e se arrepender, vocé pode desistir a qualquer
momento. E s6 falar comigo. Seu nome néo sera identificado em nenhum momento.

Agradego muito se vocé puder colaborar.

Se vocé ainda tiver alguma divida, pode procurar o Comité de Etica da UFMG, Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgia
Faculdade de Odontologia/UFMG, Av. Antdnio Carlos, 6627 — Pampulha, Belo Horizonte/MG - CEP
- 31270-901, Tel: 55 31 3499-2478, 3241-3831 ou 8828-0321, para esclarecimentos.

Belo Horizonte, de de 200

Tania Mara Pimenta Amaral

Eu, , declaro ter entendido como é
e para que € este estudo. Sei que participo se quiser e se ndo quiser ndo terei nenhum prejuizo. Sei
também que ndo pagarei nada por isto e posso desistir quando quiser. Sei que os dados coletados serdo
utilizados no estudo, mas meu nome nao sera identificado. Sei que a coleta de saliva ndo tem dor nem
incébmodo e o tratamento é simples e posso fazer em qualquer lugar. Sei que se tiver alguma davida,
tenho onde me informar. Por isto, concordo em participar deste estudo.

Assinatura
(em duas vias, uma para o paciente e uma para o pesquisador)
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ANEXO D

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TENS paciente para TCTH)

Meu nome é Tania Mara Pimenta Amaral e estou fazendo um estudo que tem o titulo Efeitos de
Sialogogos Mecénico e Elétrico na Estimulacdo do Fluxo e na Composicdo Salivar de Pacientes
Transplantados de Células Tronco Hematopoiéticas no meu doutorado na Faculdade de Odontologia
da UFMG. Estou querendo saber se o tratamento que vou experimentar € bom para recuperar a saliva
em pacientes que estdo fazendo quimioterapia, antes do transplante de medula. Preciso de sua
colaboragdo para verificar a quantidade de saliva que vocé tem antes e depois do tratamento que
vamos fazer. VVocé sd vai precisar se tratar se tiver pouca saliva. Este tratamento é feito com um
estimulador elétrico chamado TENS, duas vezes por semana, enquanto vocé estiver internado.

A medida da saliva é rapida e féacil, ndo tem incobmodo nem dor. Mastigar a borrachinha também néao
incomoda. Sua colaboracdo é muito importante. Vocé ndo pagard nada por este exame nem pelo
tratamento. VVocé participa se quiser e se quiser, ndo tera nenhum prejuizo no tratamento que voceé ja
faz. Se vocé assinar concordando em participar e se arrepender, vocé pode desistir a qualquer
momento. E s6 falar comigo. Seu nome néo sera identificado em nenhum momento.

Agradego muito se vocé puder colaborar.

Se vocé ainda tiver alguma duvida, pode procurar o Comité de Etica da UFMG, Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgia
Faculdade de Odontologia/UFMG, Av. Antonio Carlos, 6627 - Pampulha, Belo Horizonte/MG - CEP:
31270-901, Tel.: 55 31 3499-2478, 3241-3831 ou 9979-2103, para esclarecimentos.

Belo Horizonte, de de 200

Tania Mara Pimenta Amaral

Eu, , declaro ter entendido como €
e para que é este estudo. Sei que participo se quiser e se ndo quiser ndo terei nenhum prejuizo. Sei
também que ndo pagarei nada por isto e posso desistir quando quiser. Sei que os dados coletados serdo
utilizados no estudo, mas meu nome ndo sera identificado. Sei que a coleta de saliva ndo tem dor nem
incobmodo e o tratamento € simples e sera feito enquanto eu estiver internado. Sei que se tiver alguma
duvida, tenho onde me informar. Por isto, concordo em participar deste estudo.

Assinatura

(em duas vias, uma para o paciente e uma para o pesquisador)



ANEXO E

Ficha Clinica
Nome:
Data de Nascimento: Idade:
Estado Civil: Grau de Instrugéo:
Enderego:
Telefones de contato:
Doenca de base:
Protocolo de TCTH (MEDICAMENTOQS):
EXAME CLINICO:
GLANDULA SALIVAR:
Tamanho: Normal Aumentada
Presenca de saliva na palpagao: Sim Né&o
Presenca de pus ou sangue na saliva: Sim Néo
LABIOS:
Secos: Sim Ndo
Fissurados: Sim Ndo
Eritematoso: Sim Ndo
Ressecados: Sim Ndo
MUCOSA E LINGUA
Seca: Sim: Ndo
Eritematosa: Sim Ndo
Lobulada: Sim Ndo
Fissurada: Sim Ndo
PALATO DURO E MOLE
COMISSURA LABIAL E SOALHO DE BOCA
AVALIACAO DE MUCOSITE:
Grau0O: _ Graul:  Grau2: Grau 3: Grau 4.
Dias: /Datas:
D-7 D-5 D-3 D-1 DO D+1 D+3 D+5
D+7 D+7 D+9 D+11 D+13 D+17 D+19

D+21 D+23 D+25 D+27

SIALOMETRIAS
Sialometria Inicial:
Data:

Em repouso:

D+29

Hora:
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Em estimulo:

Segunda Sialometria

Data: Hora:
Em repouso:

Em estimulo:

Terceira Sialometria

Data: Hora:
Em repouso:

Em estimulo:

Quarta Sialometria

Data: Hora:
Em repouso:

Em estimulo:

CONTROLE DA APLICACAO DO TENS

Nome:

Data de Nascimento: Idade:

Estado Civil: Grau de Instrucéo:
Endereco:

Telefones de contato:
Motivo do tratamento quimioterapico:
Tipos de quimioterapia:

A) PRIMEIRA APLICACAO

Data: Hora da aplicacéo:

B) SEGUNDA APLICACAO

Data: Hora da aplicacéo:

C) TERCEIRA APLICACAO

Data: Hora da aplicacéo:

C) QUARTA APLICACAO

Data: Hora da aplicacéo:
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ANEXO F
Caracterizacao dos pacientes considerando-se o grupo de terapia

Grupo de terapia

Caracteristica Controle Hiperboldide TENS TENS+Hiperboldide.
n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Feminino 2 (25) 5(50,0) 2(22,2) 3(37,5)
Masculino 6 (75) 5(50,0) 7(77,8) 5(62,5)
Faixa etaria
16 a 39 anos 4 (50) 7(70,0) 8(88,9) 4 (50,0)
40 a 58 anos 4 (50) 3(30,0) 1(11,1) 4 (50,0)
Obito
Nao 4 (50) 3(30,0) 5 (55,6) 3(37,5)
Sim 4 (50) 7(70,0) 4 (44,4) 5(62,5)
Mucosite
Ausente 2 (25) 2 (20,0 6 (66,7) 1(12,5)
Presente 6 (75) 8 (80,0) 3(33,3) 7(87,5)

Grau da mucosite

0 2 (25,0) 2(20,0) 6 (66,7) 1(12,5)
1 1(12,5) 2(20,0) 2(22,0) 6 (75,0)
2 2 (25,0) 4(40,0) 1(11,1) 0(0,0)
3 2 (25,0) 1(10,0) , 1(12,5)
4 1(12,5) 1(10,0 0(0,0) 0(0,0)




