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RESUMO

A mucosite oral (MO) € uma complicagdo frequente em pacientes
oncopediatricos, sendo especialmente induzida devido ao uso de agentes
quimioterapicos como o metotrexato (MTX), cuja agdo provoca estresse oxidativo e
aumento de citocinas inflamatérias, resultando em toxicidade oral. A suscetibilidade a
MO pode ser influenciada por fatores genéticos, como polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) em genes das metaloproteinases da matriz (MMPs), enzimas envolvidas
na degradacao da matriz extracelular e no reparo tecidual. Este estudo investigou a
associagao entre os SNPs MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-8 g.-799 C>T
(rs11225395) e MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070) com a ocorréncia e a gravidade da
MO em 100 pacientes oncopediatricos (5 a 19 anos) em tratamento com MTX, sendo
16 pacientes sem MO (G1) e 84 com MO (G2). A avaliagao clinica da MO foi realizada
pelo Oral Assessment Guide - Modificado, e a analise genotipica por PCR-RFLP. As
distribuicbes genotipicas foram avaliadas quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg,
sendo observada auséncia de equilibrio apenas para o SNP MMP-8 rs11225395 no
G2 (p < 0,0001). Houve associacao significativa entre a ocorréncia de MO e os SNPs
investigados. No SNP MMP-1 g.-1607 G>GG, o alelo 2G foi observado em 31,25% do
G1 e 58,9% do G2 (p = 0,021; OR = 2,72; IC 95%: 1,21-6,11), e o gendtipo 2G/2G
teve frequéncia de 18,75% no G1 e 34,52% no G2 (p = 0,032; OR = 4,11; IC 95%:
1,36-12,46). No SNP MMP-8 g.-799 C>T, o alelo C foi o mais frequente em ambos os
grupos, mas houve diferencga significativa: 81,25% no G1 e 53% no G2 (p = 0,005; OR
= 3,84; IC 95%: 1,50-9,82). O gendtipo T/T apresentou frequéncia de 6,25% no G1 e
39,2% no G2 (p = 0,037; OR = 2,66; IC 95%: 1,85-8,33). No SNP MMP-13 g.-77 A>G,
o alelo A apresentou maior frequéncia no G2 (76,8%) em relacéo ao G1 (56,25%) (p
= 0,028; OR = 2,57; IC 95%: 1,17-5,64). O gendtipo mais frequente no G1 foi A/G
(62,5%), enquanto no G2 foi A/A (60,7%) (p = 0,031; OR =4,63; IC 95%: 1,38-15,60).
Na analise da gravidade da MO, o SNP MMP-8 g.-799 C>T apresentou associagao
significativa, com o alelo T mais frequente em pacientes com MO severa (67,3%) do
que em pacientes com MO leve/moderada (45%), sugerindo que o alelo T eleva a
gravidade da doenca (p = 0,03; OR = 2,78; IC 95%: 1,18-6,54). A analise de
correspondéncia multipla (MCA) demonstrou que os genotipos heterozigotos dos trés
genes estdo relacionados principalmente ao grupo com MO severa. A andlise
haplotipica (PHASE v2.1.1) revelou haplétipos distintos entre os grupos, sendo os
mais frequentes C-1G-A no G1 e T-2G-A no G2, embora sem significancia estatistica.
Esses achados reforcam a importancia dos SNPs das MMPs como potenciais
marcadores para prever a suscetibilidade e gravidade da MO, sugerindo que esses
dados podem auxiliar na personalizacédo de tratamentos e estratégias de prevencao.

Palavras-chave: Mucosite-Oral 1. Pacientes Oncopediatricos 2. Metotrexato 3.
Polimorfismos Genéticos 4. Metaloproteinases de Matriz 5. Enzimas



ABSTRACT

Oral mucositis (OM) is a frequent complication in pediatric oncology patients,
particularly induced by chemotherapeutic agents such as methotrexate (MTX), whose
action causes oxidative stress and increased inflammatory cytokines, resulting in oral
toxicity. Susceptibility to OM may be influenced by genetic factors, such as single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in matrix metalloproteinase (MMP) genes, enzymes
involved in extracellular matrix degradation and tissue repair. This study investigated
the association between the SNPs MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-8 g.-799
C>T (rs11225395), and MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070) with the occurrence and
severity of OM in 100 pediatric oncology patients (5—19 years) undergoing MTX
treatment, including 16 patients without OM (G1) and 84 patients with OM (G2). Clinical
evaluation of OM was performed using the Modified Oral Assessment Guide, and
genotyping was conducted via PCR-RFLP. Genotypic distributions were assessed for
Hardy-Weinberg equilibrium, with imbalance observed only for the MMP-8 rs11225395
SNP in G2 (p < 0.0001). Significant associations were found between OM occurrence
and the investigated SNPs. For MMP-1 g.-1607 G>GG, the 2G allele was observed in
31.25% of G1 and 58.9% of G2 (p = 0.021; OR = 2.72; 95% CI: 1.21-6.11), and the
2G/2G genotype was present in 18.75% of G1 and 34.52% of G2 (p = 0.032; OR =
4.11; 95% CI: 1.36-12.46). For MMP-8 g.-799 C>T, the C allele was the most frequent
in both groups, but a significant difference was observed: 81.25% in G1 versus 53% in
G2 (p = 0.005; OR = 3.84; 95% CI: 1.50-9.82). The T/T genotype was found in 6.25%
of G1 and 39.2% of G2 (p = 0.037; OR = 2.66; 95% ClI: 1.85-8.33). For MMP-13 g.-77
A>G, the A allele was more frequent in G2 (76.8%) compared to G1 (56.25%) (p =
0.028; OR = 2.57; 95% CI: 1.17-5.64). The most frequent genotype in G1 was A/G
(62.5%), while in G2 it was A/A (60.7%) (p = 0.031; OR = 4.63; 95% CI: 1.38-15.60).
Regarding OM severity, the MMP-8 g.-799 C>T SNP showed a significant association,
with the T allele being more frequent in patients with severe OM (67.3%) than in those
with mild/moderate OM (45%), suggesting that the T allele increases disease severity
(p = 0.03; OR = 2.78; 95% CI: 1.18-6.54). Multiple correspondence analysis (MCA)
demonstrated that the heterozygous genotypes of the three genes were mainly
associated with the severe OM group. Haplotype analysis (PHASE v2.1.1) revealed
distinct haplotypes between groups, with C-1G-A being the most frequent in G1 and
T-2G-A in G2, although without statistical significance. These findings reinforce the
importance of MMP SNPs as potential markers for predicting susceptibility and severity
of OM, suggesting that these data could help guide personalized treatments and
preventive strategies.

Keywords: Oral Mucositis 1. Pediatric Oncology Patients 2. Methotrexate 3. Genetic
Polymorphisms 4. Matrix Metalloproteinases 5. Enzymes
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1 INTRODUCAO

A mucosite oral (MO) consiste em uma resposta inflamatéria dos tecidos
bucais a toxicidade terapéutica direta de medicamentos. A MO é caracterizada por
acometer pacientes em tratamento oncologico levando a uma grande inflamagao na
mucosa oral que compromete a qualidade de vida e a adesdo ao tratamento
quimioterapico. Em pacientes pediatricos com neoplasias hematoldgicas, o
quimioterapico mais utilizado é o metotrexato (MTX), que é responsavel por induzir a
MO, devido ao seu mecanismo de acao que interfere tanto na expressao génica,
quanto na fungao celular.

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo enzimas endopeptidases,
secretadas de forma altamente regulada pelas células locais, capazes de degradar
praticamente toda a matriz extracelular e seus componentes. Suas atividades
bioldgicas influenciam criticamente o comportamento celular, as vias de sinalizagao e
o sistema imune devido a diversidade de alvos. O desbalanceamento dessas enzimas
compromete a regeneragcdo e a homeostase do tecido oral e pode levar a uma
inflamacao e destruicao tecidual exacerbadas, como ocorre na MO.

Alguns polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) podem afetar os niveis de
expressao génica e a produgao ou funcdes de proteinas e, consequentemente,
influenciam as respostas inflamatoérias durante a MO. Alguns SNPs ja foram
associados a MO, os estudos priorizam genes vinculados as vias metabdlicas do
folato (MTHFR, MTHFD1, MTR/MS, MTRR, SHMT1, DHFR), a homeostase de
nucleotideos (TYMS, ATIC, AMPD1) e aos mecanismos de transporte e controle do
ciclo celular (FPGS, GGH, CCND1) (Guimaraes et al. 2025). Entretanto, a associacao
de SNPs em MMPs ainda nao foi pré-estabelecida pela literatura.

Conjuntos de alelos que tendem a ocorrer no mesmo cromossomo, S&0 0S
chamados haplétipos. A literatura ndo relata estudos avaliando o papel de haplétipos
genéticos na MO. Entretanto, os haplotipos mostram uma maior probabilidade de
exercer efeitos em determinado processo devido ao desequilibrio de ligacao destes
com uma variante causal desconhecida. Também é possivel que a agao sinérgica de
diferentes SNPs aumente o risco de MO.

Em suma, este estudo analisou a influéncia de SNPs de MMPs, de forma
isolada e em combinagdes haplotipicas, na ocorréncia e gravidade da MO. A

relevancia dos achados culminou na aceitagéo do artigo intitulado “Oral mucositis in
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oncopediatric patients: MTX and MMP-1, MMP-8, MMP-13 gene polymorphisms” pela
revista Oral Diseases (Anexo 1). Ao confirmar a correlagao entre SNPs e a MO, este
trabalho n&o apenas preenche lacunas na literatura, mas fundamenta o
desenvolvimento de estratégias preventivas personalizadas para pacientes

oncopediatricos.

1.1 JUSTIFICATIVA

A MO é uma patologia inflamatdria que afeta principalmente pacientes
pediatricos oncologicos em tratamento com MTX. Essa condigdo pode comprometer
a qualidade de vida e dificultar a continuidade do tratamento, impactando
negativamente o progndstico dos pacientes. As metaloproteinases da matriz (MMPs)
sdo enzimas essenciais na inflamacao e no reparo tecidual, desempenhando um
papel importante na patogénese da MO. Embora os SNPs em genes codificadores de
MMPs tenham sido amplamente estudados em outras condi¢des inflamatérias orais,
sua relagdo com a MO ainda é pouco explorada, configurando uma lacuna na
literatura. A analise dos SNPs nas MMPs MMP-1, MMP-8 e MMP-13, frequentemente
associados a outras condi¢des orais, pode contribuir para a compreenséao dos fatores
biolégicos que influenciam a ocorréncia e gravidade da MO e oferecer novas
abordagens para seu manejo terapéutico. Esperamos que os resultados obtidos neste
projeto possam ajudar com informacgdes relevantes e reprodutiveis para a literatura e
pesquisas futuras, abrindo espago para que sejam investigadas estratégias mais

eficazes e direcionadas a preven¢ao e manejo da MO.
1.2  OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral
Analisar a influéncia de polimorfismos genéticos em metaloproteinases de
matriz na ocorréncia e gravidade de mucosite oral quimioinduzida em pacientes

pediatricos com neoplasias hematologicas tratados com metotrexato.

1.2.2 Objetivos especificos
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Investigar a influéncia do SNP MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750) na

ocorréncia e gravidade da mucosite oral em pacientes oncopediatricos.

Investigar a influéncia do SNP MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395) na ocorréncia

e gravidade da mucosite oral em pacientes oncopediatricos.

Investigar a influéncia do SNP MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070) na ocorréncia

e gravidade da mucosite oral em pacientes oncopediatricos.

Investigar a influéncia da combinagédo haplotipica dos SNPs MMP-8 g.-799
C>T (rs11225395), MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750) e MMP-13 g.-77 A>G

(rs2252070) na ocorréncia de mucosite oral em pacientes oncopediatricos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PACIENTES ONCOPEDIATRICOS

O cancer infantojuvenil, conhecido por acometer criangas e adolescentes entre
0 e 19 anos, embora raro, ainda representa uma importante causa de mortalidade no
mundo todo. Esse tipo de cancer apresenta comportamento especifico e heterogéneo,
possuindo uma variedade diferente de tipos de tumores em comparagdo com 0s
adultos, incluindo varias classes que sao principalmente e exclusivas das criangas
(Arboleda et al., 2022).

No Brasil, o cancer infantojuvenil é a principal causa de mortalidade nessa faixa
etaria, sendo estimados 7.930 novos casos para o periodo de 2023 a 2025, com maior
incidéncia nas regides sul e sudeste, sendo assim, o risco estimado € de 134,81 casos
por milhdo de criancas e adolescentes (INCA, 2023).

Nas ultimas quatro décadas, o progresso no tratamento do cancer infantojuvenil
foi significativo, e em torno de 80% das criangas e dos adolescentes acometidos pela
doenga podem ser curados se diagnosticados precocemente e tratados em centros
especializados. Os principais tipos de cancer que ocorrem em criangas sao leucemias,
tumores do sistema nervoso central e linfomas (INCA, 2025).

A leucemia é considerada o tipo de cancer mais comum em criangas e
adolescentes, representando cerca de 25% de todos os casos. Em 2021, houve
aproximadamente 58.785 mil novos casos no mundo, e no Brasil foram estimados
para o triénio de 2023—-2025 cerca de 7930 mil novos casos de leucemia infantojuvenil
(Liu et al., 2025; Santos et al., 2023). Essa patologia é responsavel por acometer as
células brancas produzidas na medula éssea, impedindo sua maturacao e tornando-
as neoplasicas, dificultado o desempenho de suas fungées normais, ndo sofrendo
apoptose naturalmente e, em vez disso, multiplicando-se rapidamente, substituindo
as células sanguineas saudaveis (Chennamadhavuni et al., 2025).

A leucemia pode ser subdividida em duas linhagens: linfoide ou mieloide.
Dentre essas linhagens, trés tipos de leucemia podem ocorrer: leucemia linfoblastica
aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia mieloide crénica (LMC). O
subtipo LLA é o mais diagnosticado correspondendo a 80% dos casos, e o subtipo
LMC o mais raro (Milan et al., 2019).
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O linfoma tem uma prevaléncia em torno de 15% dentre os tumores pediatricos
e é resultado de uma alteracdo maligna de células do tecido linfoide. Nesse grupo
existem duas categorias que apresentam manifestagdes clinicas e caracteristicas
distintas: linfoma de Hodgkin (LH) e linfoma ndo-Hodgkin (LNH). O linfoma de Hodgkin
(LH) é conhecido por ser um cancer que acomete o sistema linfatico, onde 16% dos
casos de diagnosticos anuais envolvem criangas e adolescentes. Essa doencga tem
um prognéstico de 90% de sobrevivéncia em cinco anos para pacientes em estagio
inicial, entretanto essas chances variam entre paises de baixa e média renda em
comparagao com paises de renda elevada (Burnelli et al., 2020). O LH tem duas
formas principais: a classica (LHC) e a com predominancia de linfécitos nodulares
(LLN) que diferem em aparéncia das células, pela composi¢ao do ambiente ao redor
do linfoma e pelo comportamento clinico das células (Weniger; Kuppers, 2021).

Ja o linfoma nao-Hodgkin (LNH) é considerado um conjunto de doencgas
malignas responsavel por afetar o sistema linfatico, podendo ser dividido em quatro
tipos: linfoma linfoblastico (LBL), linfoma de Burkitt (BL), linfoma difuso de grandes
células B (DLBCL) e linfoma anaplasico de grandes células (ALCL). O LNH tem
acometido tanto criangas quanto adolescentes, de diferentes idades, sendo o quinto
tipo mais comum de cancer pediatrico em criangas menores de 15 anos (Lu et al.,
2021). Em 2021 foram estimados cerca de 20.788 novos casos em todo o mundo,
com uma taxa de incidéncia de 1,03 por 100.000, sendo apontado que regides de
baixo nivel socioecondmico necessitam de intervengdes melhor direcionadas (Xie et
al., 2025).

A quimioterapia € considerada um dos principais tratamentos antineoplasicos
utilizados por pacientes oncoldgicos infantojuvenis, caracterizada por deter a rapida
divisdo celular. Este método pode ser aplicado tanto isoladamente quanto em conjunto
com cirurgias e/ou radioterapia, sendo fundamental no tratamento de criangas e
adolescentes com cancer (Anand et al., 2023; Bo et al., 2023). Embora os avangos no
tratamento do cancer infantil sejam significativos, devido ao uso de diversos agentes
quimioterapicos, medidas para mitigar os efeitos colaterais, tanto a curto quanto a
longo prazo, tém sido um desafio importante. Apesar de ser o principal método no
tratamento do cancer, a quimioterapia acarreta diversos efeitos adversos,
especialmente em tecidos normais com alta taxa de divisao celular, como a mucosa

oral.
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2.2 MUCOSITE ORAL E METOTREXATO

A MO é uma condig¢ao patolégica que ocorre devido a terapias antineoplasicas
quimioterapicas, afetando a mucosa oral por meio de inflamagdes, que se iniciam
como lesdes eritematosas atréficas, podendo progredir para lesdes edematosas e/ou
ulceradas afetando o tecido submucoso. Fatores como malignidade, tratamento
quimioterapico, dosagem, idade do paciente, saude bucal e contagem de neutréfilos
possuem relevancia em sua incidéncia que pode variar de 40% a 100% (Bragués et
al., 2024).

Em criancas submetidas a tratamentos oncolégicos, a MO pode afetar tanto a
qualidade de vida quanto a adesao ao tratamento, visto que a inflamagao causada é
um efeito colateral frequentemente presente, levando o paciente a apresentar dores
intensas, ulceragdo, sangramento, dificuldade na alimentagéo, dificuldade na fala,
desnutricao e desidratacao (Triarico et al., 2022). Além do estresse causado pela dor
e o aspecto nutricional desses individuos, a MO impacta o proprio tratamento
oncologico pois pode levar a atrasos e interrupg¢des (Bell; Kasi, 2025), assim como
pode elevar os custos hospitalares (Cinausero et al., 2017).

A patogénese da MO ¢é caracterizada pela liberagdo de citocinas pro-
inflamatoérias e mediadores pré-apoptéticos que levam ao dano tecidual oral, o
processo da MO ¢é dividido em cinco etapas, sendo elas a iniciagdo, sinalizagao,
amplificagéo, ulceragao e cura (Figura 1).

FIGURA 1 - PROCESSO DA FISIOPATOLOGIA DA MUCOSITE ORAL.

Fase I/IN Fase IV
Fase | g i Fase V
P Sinalizacao e Ulceragao
Iniciagao Cura

amplificagéo (mucositis)

Epitélio Normal

Radioterapia

)
—

Submucosa —r Camada Ep'rtelialj

—_J. [ “uA
Vaso Sanguineo Célula inflamatéria Fibroblasto

Quimioterapia

FONTE: Adaptado de Sonis (2009).

Célula Basal

Durante a primeira fase, o epitélio oral, que esta em constante proliferagao a

fim de renovar as células, sofre um dano causando a liberagdo de espécies reativas



22

de oxigénio e danos irreversiveis no DNA das células basais e suprabasais. Isso leva
a iniciacdo de processos apoptoticos e as células mortas liberam moléculas
endégenas de padrao associados a danos (DAMPs), afetando diretamente as células,
tecidos e vasos sanguineos presentes na cavidade oral. Entdo na fase 2 ocorre a
ativagao de vias que iniciam uma cascata de eventos bioldégicos como a ativagao de
fatores de transcricdo, moléculas de adesao celular, respondedores de estresse,
moduladores de citocinas, e aumento de proteinas pro-inflamatadrias.

Na fase 3, ocorre a amplificacdo do sinal, com apoptose celular e destruigcao
tecidual. Durante a amplificacdo, bactérias orais colonizam os tecidos conjuntivos
expostos, 0 que aumenta ainda mais a cascata, que tem o intuito de produzir outras
citocinas inflamatodrias devido interagcdes entre os produtos da parede celular
bacteriana e os macroéfagos, intensificando cada vez mais o processo patogénico,
levando ao processo de ulceragao. Esse processo ira culminar na destruicdo da
integridade do tecido na fase de ulceracao (fase 4). Essa fase é extremamente critica,
pois as lesdes ulceradas sido propicias a colonizagao bacteriana favorecendo uma
condicdo de septicemia. Por fim, a fase de cicatrizagado ocorre espontaneamente por
meio de sinalizagdo de cura com migracao, crescimento e diferenciagdo celular
(Mougeot et al., 2023; Sonis, 2004).

Normalmente, o paciente comega a sentir os sintomas da MO dentro de trés a
dez dias apds o inicio da quimioterapia, e seu processo de cura so ocorre quando a
quimioterapia é cessada (Bragués et al., 2024). Sabe-se que o0s agentes
quimioterapicos possuem toxicidade. E conhecido que a toxicidade dos agentes
quimioterapicos ndo é uniforme e pode variar em intensidade conforme o tecido
saudavel, sendo o MTX, o 5-Fluorouracil, a Ciclofosfamida e a Cisplatina as
medicacdes mais envolvidas com efeitos adversos (Viana Filho et al., 2021). No caso
do MTX, medicamento amplamente utilizado no tratamento de tumores
hematolégicos, mesmo em baixas doses s&o observadas repercussdes indesejadas
(Filetici et al., 2024).

O MTX é um metabdlito antagonista do folato, que atua na fase S do ciclo
celular, impedindo a sintese do DNA (acido desoxirribonucleico) e interrompendo a
divisdo exponencial de células malignas. Tecidos sadios com alto poder mitotico,
como a mucosa oral, também sao locais de agao para este farmaco, uma vez que ele
nao é seletivo para células malignas, mas para o reconhecimento de células em

constante divisdo. Dessa forma, ocorre uma redugédo na regeneragao epitelial das
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mucosas, que passam por um frequente processo de reparo tecidual, contribuindo
para o desenvolvimento de MO (Driehuis et al., 2020).

O MTX é um antimetabdlito que utiliza proteinas transmembrana para
alcancar o citosol e interferir no metabolismo celular. Sua entrada nas células ocorre
predominantemente por meio do transportador RFC (Reduced Folate Carrier). No
interior celular, o MTX sofre poliglutamagao, um processo que aumenta sua retencao
e afinidade por enzimas do metabolismo do folato, principalmente a diidrofolato
redutase (DHFR) e a timidilato sintase (TS), as quais s&o inibidas por sua agéo. Essa
inibicdo compromete a regeneragdo do tetrahidrofolato (THF), essencial para a
sintese de purinas, pirimidinas e da S-adenosilmetionina (SAM), afetando, assim, a
producdo de DNA, RNA e os processos de metilagdo do DNA (Heil, 2019).

O MTX também atua afetando a via da metilagcao, visto que o metabolismo de
um carbono dependente de folato & interrompido, inibindo a enzima metionina-
adenosiltransferase (MAT), que tem como fungado catalisar a transferéncia de um
grupo metila (CH3) da metionina para a adenosina, para formar SAM. Sendo assim,
conforme o MTX aumenta a inibicdo da MAT, a formagédo de SAM diminui impedindo
a doacéao de seu grupo metil para o processo de metilagdo do DNA (tornando-se S-
adenosil-homocisteina - SAH), afetando a expressao génica e a fungao celular (Heil,
2019; Maagdenberg et al., 2021).

Além disso, estudos apontaram que o MTX tem capacidade de alterar a
diversidade e componentes presentes na mucosa oral. Como um estudo que apontou
que pacientes com artrite reumatoide tratados com MTX tiveram uma redugao na
diversidade alfa, o que significa que a variedade de microrganismos na microbiota oral
e intestinal foi menor, indicando uma menor riqueza e variedade de espécies
microbianas nessas regides, além de modificagdes na estrutura da microbiota oral e
intestinal (Oliveira et al., 2023). Outro estudo experimental em ratos aponta para
alteragdes significativas em componentes da microbiota em resposta ao MTX, o que
levou a geragcao da MO (Zhou et al., 2018).

As leucemias e os linfomas na infancia sao frequentemente tratados com altas
dosagens de MTX (Nakano et al., 2021), acima de 500 mg/m?, que podem resultar em
cristalizacdo da droga no lumen do tubulo renal resultando em nefrotoxicidade e
podendo causar mielossupressao, hepatotoxicidade, toxicidade dermatolégica e MO
(Howard et al., 2016; Hu et al., 2024).
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Os fatores de risco que levam ao desenvolvimento da MO ainda s&o incertos,
a literatura aponta que sua gravidade varia constantemente entre pacientes, o que
tem levado muitos estudos a investigaram se ha relagdo da MO com predisposi¢des

genéticas (Maagdenberg et al., 2021).

2.3 METALOPROTEINASES DE MATRIZ (MMPs)

As metaloproteinases de matriz (MMPs), envolvidas em variados e
diversificados processos fisioldgicos e patolégicos, merecendo especial destaque do
estudo das MO, devido suas propriedades enzimaticas que desempenham um papel
essencial nas inflamagdes orais (Cardoso et al., 2021; Singh; Singh, 2020).

Tais enzimas podem atuar degradando quase todos os componentes presentes
na matriz extracelular, bem como na membrana basal (Cauwe; Van den Steen;
Opdenakker, 2007). Além disso, tem influéncia sobre substratos diferentes, incluindo
importantes fatores de crescimento, proteinas biologicamente ativas como citocinas e
quimiocinas, moléculas de adesdo celular e muitos outros tipos de receptores e
glicoproteinas residentes na superficie celular (Cabral-Pacheco et al., 2020;
Doddawad et al., 2023). Portanto, possuem um papel importante na protedlise de
componentes estruturais e de sinalizagdo da matriz extracelular, onde sua acao
influencia reparo e remodelagédo tecidual, proliferagdo, migragdo e diferenciagao
celular, angiogénese e apoptose. Além disso, essas enzimas estdo relacionadas a
respostas imunes (Kim; Lim, 2022).

Diferentes tipos de células podem expressar e secretar as MMPs, quando isso
ocorre elas sao geralmente liberadas ou secretadas com moléculas reguladoras como
interleucinas, fator de necrose tumoral, osteoprotegerina, prostaglandinas e entre
outros (Atanasova et al., 2023; Luchian et al., 2022).

As MMPs sao amplamente distribuidas no organismo e sua forma estrutural é
bastante conservada. Essas enzimas, possuem uma sequéncia génica com alta taxa
de similaridade, sugerindo que foram duplicadas a partir de um gene ancestral
comum. Dos genes das MMPs humanas, oito estdo no cromossomo 11 (Murphy,
2023).

A familia das MMPs é composta por 28 membros, podendo ser classificados
com base na especificidade do substrato e na homologia de sua sequéncia como:

colagenases, gelatinases, estromelisinas, metaloproteinases de matriz de membrana
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(MMP-TM) e outras MMPs (Luchian et al., 2022). A configuragcdo das MMPs € derivada
de um modelo composto por pelo menos trés dominios, incluindo o peptideo sinal,
pro-dominios e dominios cataliticos dependentes de zinco. Todas MMPs que
apresentam peptideo sinal foram secretadas em estado inativo, sendo necessario
ocorrer uma protedlise, para sua ativagao (Raeeszadeh-Sarmazdeh; Do; Hritz, 2020).

Quando presentes, os dominios extra-cataliticos, como o dominio
Hemopexina/Vitronectina e o dominio de articulagao rico em prolina, desempenham
diversas fungdes, incluindo interagdo com substratos, inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs), proteinas pericelulares e regulacdo do turnover das
MMPs. Esses dominios também podem estar envolvidos na interagdo com inibidores
proteoliticos, como a a2-macroglobulina (uma proteina plasmatica que atua como
inibidor de proteases), e podem responder ao estresse de cisalhamento ou estresse
oxidativo (Doddawad et al., 2023).

As MMPs s3o estritamente controladas em niveis transcricional, traducional e
pos-traducional (Madzharova et al., 2019), e codificagbes na sua expressao e
atividade tém sido correlacionadas com uma variedade de processos fisiolégicos
normais como na cicatrizagao de feridas (Laronha; Caldeira, 2020), na reposigao
celular, na remielinizagdo, no restabelecimento de conectividade e integridade
neurovascular (Napoli et al., 2020) e também em processos patoldgicos, que incluem
crescimento e expansdo de tumores benignos e metastases (Barillari, 2020),
neoplasias primarias (Vaezi et al., 2022), artrite reumatoide e osteoartrite (Grillet et al.,
2023), neuroinflamacao (Ciccone et al., 2021), pneumonia, meningite, hepatite e
doencas cardiovasculares (Kim; Lim, 2022).

Em relacao as alteracdes na cavidade oral os niveis e formas moleculares das
MMPs no fluido sulcular desempenham papel na perda éssea e em processos
inflamatorios de peri mucosite (Aleksandrowicz et al., 2017; Fatemi et al., 2020;
Kaliyatz et al., 2020) e estdo associados a céancer bucal (Saini et al., 2024),
periodontite (Checchi et al., 2020), e periimplantite (Xanthopoulou et al., 2023).

Devido aos seus papeis nos processos inflamatérios, remodelacao da matriz
extracelular e reparo tecidual que sao centrais na patogénese da MO, além de serem
amplamente investigados em condigdes inflamatérias orais. Selecionamos para esse
estudo as colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13), todas com gene localizado no
cromossomo 11. Tais MMPs possuem diversos substratos e sao expressas em

diversos tecidos, sendo capazes de ativar e serem ativadas por inumeras moléculas
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nao matriciais, além de serem ativadas por outras MMPs. A localizagdo do gene, os

substratos primarios, tipos celulares que expressam as moléculas ativadoras e

ativadas pelas MMPs deste estudo encontram-se resumidas no Quadro 1.

Quadro 1- Classificagao, localizagao do gene, substratos primarios, células expressoras, moléculas

ativadoras/ativadas pelas MMP-8, -1, -13.

Enzima Gene Substratos Expresso por Ativacao
colageno I, 11, 111, VI, VIII, gg?:gl‘;cs'igz Ativado por:
X, agrecan, entactina, ; ’ MMP-2, MMP-3, -10,
MMP-1 . . macréfagos, . .
gelatina, L-selectina, MBP, L calicreina, plasmina,
ou 11922.2 hepatdcitos. )
precursor de TNF, quinase.
Colagenase-1 ) - osteoblastos, . .
serpinas, versican, a-2 SR Ativador de:
. queratindcitos e
macroglobulina. - MMP-2
endoteliais.
colageno I, 11, 11, VII, VIII,
X, agrecan, fibronectina, e
. . neutrofilos
gelatina, laminina, macréfados
MMP-8 serpinas, a-2 ) 90s, . .
. células T, Ativado por:
ou 11922.2 macroglobulina, . .
! . endoteliais, MMP-3, -10, plasmina.
Colagenase-2 angiotensina L,
Lo . musculares,
bradicinina, substancia )
- - fibroblastos
P, fibrinogénio, a1-
antitripsina, IL -8
Condracitos,
fibroblastos, Ativado por:
MMOF;'” Colageno I, 11, 11I, IV, IX, X, °sct§|3?a'§sézs’ MT1-MMP, MMP-2,
11922.2 gelatina, agrecan, : MMP-3, MMP-9, plasmind
Colagenase-3 : ' . cartilagem, . .
versican, fibronectina. células Ativador de:
- MMP-2, MMP-9.
cancerigenas,
macraéfagos.

FONTE: O autor (2024).

A MMP-1 conhecida igualmente como colagenase |, foi inicialmente identificada

por Gross e Lapiere em 1962, tornando-se a primeira MMP a ser caracterizada por
ser a enzima proteolitica mais expressa na familia das MMPs, sua producao ocorre
principalmente em células intersticiais (Nikolov; Popovski; Hristova, 2020). A MMP-1
quando ativada, tem a funcao de degradar colagenos presentes na matriz extracelular,
podendo ser eles do tipo |, Il e Ill (Flores et al., 2017; Lee et al., 2022; Nikolov;
Popovski; Hristova, 2020). A superexpressao desta enzima, permite a sinalizagcéo do
crescimento agressivo de células cancerigenas, sendo ligada aos padrbes
metastaticos de linhagens celulares (Kowalczyk et al., 2023). Além disso, a MMP-1
esta envolvida em diferentes patologias bucais, como no envolvimento com a

patogénese das lesdes inflamatorias periapicais (Wan et al., 2021), no cancer bucal,
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na periodontite cronica (Saremi et al., 2023) e na falha na osseointegragdo de
implantes dentais (Ferrer et al., 2021).

A MMP-8 também conhecida como colagenase Il ou colagenase de neutrdfilos,
€ produzida principalmente por células polimorfonucleares, entretanto também é
expressa por diferentes tipos celulares. Diferentes estudos tém apontado a relagao da
MMP-8 com o desencadeamento de inflamacbes em processos associados a
condigao de doenga periodontal, devido sua abundancia como colagenase nos tecidos
conjuntivos gengivais e no fluido salivar (Baidya et al., 2024). Devido a esse fato, a
literatura também tem demonstrado que a MMP-8 tém se tornado uma importante
candidata a biomarcador com o intuito de contribuir para o diagnostico de doengas
periodontais e peri-implantares (Batool et al., 2023; Zhang et al., 2021). Existe também
estudos apontando que ao monitorar o nivel de MMP-8 no fluido sulcular periimplantar,
seria viavel diagnosticar a MO e/ou peri-implantite em estagio inicial, antecipando-se
as manifestagdes clinicas, possibilitando o inicio imediato da terapia adequada
(Xanthopoulou et al., 2023). A MMP-8 é citada também como uma forte candidata a
biomarcador para detectar destruicdo 6ssea alveolar em periodontite (Luchian et al.,
2022) e perda Ossea progressiva na peri-implantite (Chen; Zhao, 2019) e esta
associado a perda de implantes osseointegrados (Geneva-Popova et al., 2022).

A MMP-13, também chamada de colagenase-3, € uma metaloproteinase de
matriz produzida principalmente por fibroblastos, células condrogénicas e do estroma.
Sua principal fungdo é degradar os colagenos tipo I, Ill, IV e X, sendo uma das
enzimas mais importantes na remodelagdo da matriz extracelular (Leeman; Curran;
Murray, 2002). Diversos estudos destacam o papel significativo da MMP-13 na
progressao da doenca periodontal (Hernandez et al., 2006; Luchian et al., 2022). Além
disso, essa enzima tem sido implicada no processo comérbido entre periodontite e
carcinoma espinocelular oral, mediando essa associagdo por meio de vias
inflamatorias (Chen et al.,, 2024). A literatura também aponta uma correlagao
significativa entre o SNP da MMP-13 e o risco de caries dentarias (Molaei; Motahari,
2022). Além de seu papel em doencas periodontais, a MMP-13 esta relacionada a
lesbes Osseas e exibe padrdes de expressdo variaveis em cistos odontogénicos
(Bhalla et al., 2014).

Desse modo, pesquisas deixam cada vez mais evidente o envolvimento das
MMPs em diversas doengas orais, sugerindo que sua utilizagdo como biomarcadores

pode se tornar promissora. Ainda, a literatura tem apontado frequentemente a relagao
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das MMPs e seus inibidores como possiveis mediadores da MO, visto que essas
enzimas atuam em multiplas vias conhecidas por serem estimuladas positivamente
na MO, levando a danos e inflamacéao dos tecidos (Atanasova et al., 2023; Dai et al.,
2024).

2.4 POLIMORFISMOS GENETICOS EM MMPs

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas proteoliticas que, em
condi¢cdes normais, podem ser ancoradas por meio de um dominio transmembrana
ou de sua extremidade C-terminal em um glicosilfosfatidilinositol (GPI), podendo
também ser secretadas e se fixar na superficie celular ao interagirem com proteinas
de membrana (Raeeszadeh-Sarmazdeh; Do; Hritz, 2020). Dessa forma, as MMPs
podem modificar moléculas bioativas na superficie celular, além de regular diversas
vias celulares e de sinalizagao, sendo que sao reguladas de forma independente, pois
cada tipo de célula, dependendo do estimulo, pode produzir diferentes MMPs em
diferentes niveis (Cabral-Pacheco et al., 2020; De Almeida et al., 2022).

Embora a expressédo genética das MMPs seja altamente regulada, estudos
apontam que os genes dessa familia apresentam uma sequéncia gendmica
polimdrfica, que podem influenciar a regulagao da transcri¢ao e afetar a quantidade
de MMPs secretadas pelas células locais (Mohammadhosayni et al., 2020).

Os polimorfismos ocorrem em mais de 1% da populacido, podendo modificar
a expressao ou fungdo de um gene (Ruiz-Ballesteros et al., 2020). Sendo assim, dos
polimorfismos presentes no DNA os polimorfismos de nucleotideo unico equivalem a
90% (SNPs - Single Nucleotide Polymorphism), e ocorrem quando uma unica base
sofre uma troca, inser¢ao ou delecao (King; Stansfield; Mulligan, 2006). Apesar da
maioria dos SNPs serem funcionalmente neutros, a influéncia de alelo especifico
regulacdo da expressao génica ou fungdo das proteinas codificadas pode vir a
aumentar a predisposicdo a doengas (Ruiz-Ballesteros et al., 2020), inclusive
associadas a processos fisioldgicos e patoldgicos bucais.

Diferentes SNPs ja foram descritos em MMPs, e alguns deles foram
identificados como fator de risco para patologias orais. O SNP MMP-1 g.-1607 G>GG
(rs1799750), localizado na regiao promotora do gene da MMP-1, ja foi correlacionado
com periodontite (Saremi et al., 2023; Ustianowska et al., 2024); cancer bucal (Li et

al., 2018); desenvolvimento de lesdes periapicais por necrose pulpar (Torres et al.,
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2020); suscetibilidade a osteoartrite da articulagdo temporomandibular (Liu; Wang;
Peng, 2020); risco aumentado de osteoartrite na populagdo chinesa (Geng et al.,
2018) e em populagdes jovens com menos de 60 anos de idade (Xu et al., 2019).
Adicionalmente, este mesmo SNPs pode ser utilizado como biomarcador para uma
maior suscetibilidade a ruptura do manguito rotador (Miao et al., 2019) e perda de
implante (De Araujo Munhoz et al., 2018).

Na regiao promotora do gene da colagenase-2, o SNP MMP-8 g.-799 C>T
(rs11225395) é responsavel por alteragdes na expressao da proteina e foi associado
a diferentes canceres como colorretal (Maagdenberg et al.,, 2021) e carcinoma de
células escamosas da laringe (Insodaite et al., 2020). Também foi associado a
espondilite anquilosante na populagdo chinesa (Meng et al., 2018) e periodontite
agressiva generalizada e periodontite crénica (Fragkioudakis et al., 2025; Jin et al.,
2025), demonstrou ser um fator de risco na perda precoce de implante (Ferrer et al.,
2021), a periimplantite e a inflamacao na regiao periimplantar (Atanasova et al., 2023).
Além disso, estudos indicaram a MMP-8 como possivel marcador de perda dssea
progressiva na periimplantite (Hentenaar et al., 2021).

O SNP MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), localizado na regido promotora do
gene da colagenase-3, foi associado como fator de risco para o desenvolvimento da
contratura de Dupuytren, tanto de forma isolada quanto em combinacéo haplotipica
(Rodrigues et al., 2025), e também implicado na susceptibilidade a osteoartrite do
joelho (Sun et al., 2019). Também foi relacionado a suscetibilidade a periodontite
crbénica, sendo apontado que ele pode ser utilizado como um marcador para prever a
intensidade da condi¢gdo, embora mais estudos sejam necessarios para confirmar
essa associagao (Prasanna et al., 2018). Além disso, foi associado ao aumento da
susceptibilidade a perda precoce de implantes dentarios, sugerindo que esse SNP
pode ser um fator de risco para falhas nos implantes (De Araujo Munhoz et al., 2019),
além de apresentar correlagao significativa com o risco de caries dentarias (Molaei;
Motahari, 2022).

Além da influéncia de SNPs isoladamente em diferentes processos
fisiologicos e patoldgicos, a analise de haplétipos, ou seja, a combinagédo de alelos
presentes em multiplos loci genéticos no mesmo cromossomo, e que sao herdados
em conjunto faz-se importante. Os haplétipos tém varias aplicagdes na genética
médica e na farmacogendmica. Eles podem ser usados para identificar genes

associados a doengas genéticas, prever o risco de desenvolver certas condigoes
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médicas e personalizar o tratamento com base no perfil genético de um paciente. Os
haplétipos também sdo uteis na identificagdo de variantes genéticas que podem
influenciar a resposta a medicamentos, como o MTX. Assim, a analise em haplétipo
das MMP-1, MMP-8 e MMP-13 pode ser considerada importante para a compreensao

da influéncia genética da MO quimioinduzida.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONSIDERAGOES ETICAS

Os procedimentos para a realizagao desta pesquisa obedeceram as diretrizes
e normas que regulamentam pesquisas envolvendo seres humanos e foram
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa (n° 4.878.034). Todos os procedimentos
estdo de acordo com a Declaragdo de Helsinquia de 1964 e as suas alteragdes

subsequentes a padrdes éticos comparaveis.

3.2 DESENHO DO ESTUDO E SELECAO DAS AMOSTRAS

Esse foi um estudo multicéntrico mediante parceria entre o Programa de Pos-
graduagcdo em Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal do Parana
(UFPR) e o Programa de Pdés-Graduagcao em Odontologia da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB).

Trata-se de um estudo observacional analitico transversal. A amostra foi
selecionada entre julho de 2018 e abril de 2022 no Setor de Pediatria do Hospital
Napoledo Laureano (HNL), centro de referéncia no tratamento do cancer no estado
da Paraiba, localizado em Jodo Pessoa (Nordeste do Brasil). Pacientes entre 5 e 19
anos de ambos o0s sexos em tratamento quimioterapico e em fase de manutengao
foram investigados por meio de observacdo direta. Os pacientes foram
acompanhados durante todo o tratamento quimioterapico, bem como durante os
periodos de internagdo e manutencéo, e foi realizada vigilancia oral para categoriza-
los de acordo com a ocorréncia de MO. Esse acompanhamento faz parte do dia a dia
da equipe de saude bucal, que avalia a cavidade bucal dos pacientes para

atendimento continuo das necessidades percebidas.
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A condicdo da mucosa oral foi avaliada por meio do Oral Assessment Guide
(OAG) modificado, instrumento que mede alteragbes na mucosa oral de pacientes
pediatricos decorrentes da quimioterapia. O instrumento possui pontuagbes que
variam de 1 a 3, onde 1 indica normalidade da mucosa, 2 indica alteracdes leves e/ou
moderadas e 3 indica complicagbes severas (Cheng; Chang; Yuen, 2004). Sao
avaliados oito itens: voz, degluticdo, labios, lingua, saliva, mucosa labial/palatina,
mucosa labial e gengiva. Sujeitos previamente calibrados (kappa= 0,87) foram os
responsaveis pelo diagnostico. A selegéo e localizagédo dos participantes para a coleta
das amostras biolégicas ocorreram nos primeiros 60 dias de tratamento de cada
paciente, considerando o estado da doencga neste periodo (individuos sem ou com
MO). A escolha deste periodo deve-se ao fato de a MO surgir principalmente nas
primeiras semanas de tratamento (Villa; Sonis, 2015). Os dados dos pacientes que
nao desenvolveram MO foram acompanhados até a ultima sessao para garantir essa
condicéo.

Todos os participantes foram recrutados na regido Nordeste do Brasil e,
embora a amostra do estudo fosse composta principalmente por pessoas brancas,
como a populagao brasileira € heterogénea, pode haver sobreposi¢cao de genotipos
devido a miscigenagao. Os critérios de inclusao foram diagndsticos primarios de
leucemia ou linfoma e tratados com protocolo de quimioterapia envolvendo MTX®. Os
critérios ndo inclusao foram pacientes sem registro de acompanhamento profissional
pela equipe de saude bucal durante o tratamento, aqueles em isolamento, intubados
ou gravemente debilitados, e aqueles tratados com radioterapia ou radioterapia e
quimioterapia

Os dados hematoldgicos (hemoglobina, leucdcitos e plaquetas), bioquimicos
(ureia e creatinina) e tipo de cancer foram obtidos dos prontuarios e coletados no
momento em que o paciente desenvolveu MO. Se o paciente desenvolvesse MO
severa durante o acompanhamento, os dados desse momento foram selecionados.
Os dados hematolégicos coletados dos pacientes que nao desenvolveram MO
corresponderam a ultima sessao de quimioterapia.

Pacientes pediatricos diagnosticados com leucemia ou linfoma, tratados com
MTX® e sem condigdes inflamatdrias orais prévias ao tratamento, foram selecionados
e divididos em dois grupos: G1 (n = 16), que incluiu individuos que nao apresentaram
MO durante o tratamento quimioterapico, e G2 (n = 84), composto por pacientes que

desenvolveram MO durante o tratamento quimioterapico, incluindo 20 pacientes com
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mucosite leve ou moderada (G2a) e 26 pacientes com mucosite severa (G2b). O nivel

de MO dos demais pacientes n&o foi determinado no estudo.
3.3 COLETA DAS AMOSTRAS E EXTRACAO DE DNA

O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal,
por meio de um bochecho com 6 ml de solugdo autoclavada de glicose a 3%
(concentragao isomolar com a saliva) durante 1 minutos (Trevilatto; Line, 2000). Nesta
solugao, foram adicionados 1 ml de solugdo TNE (10 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl e 2
mM EDTA) e 1 ml de etanol e o material foi congelado a -20°C até o momento da
extracdo do DNA. O bochecho foi escolhido como a técnica de obtencdo do material
de estudo, pois constitui 0 método pouco invasivo, pratico e eficiente para obtencao
do DNA.

A extracéo do DNA foi realizada conforme protocolo de (Aidar; Line, 2007). As
amostras foram incubadas por 16 horas com 20 ng/ml de proteinase K (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO, USA) a 56 °C. Foram adicionados 500 pl de solugéo de
acetato de aménio 10 mM com EDTA 1mM e vortexado por 5 segundos. Apos
centrifugagdo a 17000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e foram
adicionados 540 pl de isopropanol para cada 900 ul da solugado contendo DNA. Com
o fim da centrifugacao, o sobrenadante foi submetido a lavagem com etanol a 70% e
seco por 15 minutos a 37 °C. Foi realizada a suspensédo do DNA em 100 ul de tampéo
TE (Tris-Cl 10mM (pH 7,8) e EDTA 1 mM) a temperatura ambiente por trés horas. A
quantidade de DNA purificado e sua pureza foram medidas em espectrofotometro e
uma propor¢ao de OD de DNA com proporgao 260/280 acima de 1,8 foi considerada
pura (NanoDrop® 2000). Toda essa etapa foi realizada na Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

3.4 ANALISE DOS POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO (SNPS) NAS
MMPs

A genotipagem foi realizada na Universidade Federal do Parana pelas
técnicas de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length

Polymorphism), cujos parametros estao descritos na Tabela 1 e 2.
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A reacgado de PCR foi realizada em termociclador convencional (Eppendorf,
Mastercycler Gradient) e teve volume final de 15ul contendo aproximadamente 100
ng de DNA, 200nmol oligonucleotideos iniciadores especificos para cada fragmento e
1 unidade de GoTaq Green Master Mix® (Promega®). A mistura com todos os
reagentes foi submetida a uma desnaturagao inicial a 95° por 3 minutos. Em seguida,
foram utilizados trinta e cinco ciclos de desnaturagéo, anelamento e extenséao, por fim,
uma extensao final de 10 minutos a 72°C.

Os fragmentos dos genes amplificados foram submetidos a digestdo por
enzimas de restricdo para gerar fragmentos menores. A reacao teve volume final de
15ul, sendo 10pl produto de PCR, 1 unidade de enzimas especificas e agua ultrapura,
a mistura foi incubada por 16 horas em estufa a 37°C (MMP-1, MMP-8 e MMP-13).

TABELA 1 - CONDICOES PARA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA
GENOTIPAGEM DOS SNPS MMP-1 G.-1607 G>GG (RS1799750), MMP-8 G.-799 C>T (RS11225395)
E MMP-13 G.-77 A>G (RS2252070).

SNP Oligonucleotideos Iniciadores (5’ — 3’) Temp (°C) Tempo (s)
MMP-1 F: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT 55 30
(rs1799750) R: TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC

MMP-8 F: CAGAGACTCAAGTGGGA 50 30
(rs11225395) R: TTTCATTTGTGGAGGGGC

MMP-13 F:GATACGTTCTTACAGAAGGC 50 60

(rs2252070) R:GACAAATCATCTTCATCACC

F: Oligonucleotideos iniciadores forward; R: Oligonucleotideos iniciadores reverse; FONTE: O Autor
(2025).

TABELA 2 - CONDICOES PARA DIGESTAO POR RFLP DOS SNPS MMP-1 G.-1607 G>GG
(RS1799750), MMP-8 G.-799 C>T (RS11225395) E MMP-13 G.-77 A>G (RS2252070).

SNP Enzima Tamanho dos Fragmentos (bp) Temp (°C) Tempo (h)
MMP-1

(rs1799750) Xmn| 118 (alelo 2G), 89 + 29 (alelo G) 37 16
MMP-8

(rs11225395) Sfcl 106 (alelo C), 74 + 32 (alelo T) 37 16
MMP-13 Bsrl

(52252070)  (BsoNl) 445 (aleloT), 248 + 197 (alelo G) 65 16

FONTE: O Autor (2025).

3.5 ELETROFORESE

As sequéncias amplificadas (PCR) e digeridas (RFLP) foram analisadas por

eletroforese em gel de agarose a 5% ou gel de poliacrilamida a 10% e coradas com
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GelRed® Nucleic Acid Stain (Biotium, Inc. - St. Fremont, EUA) ou nitrato de prata. Os
padrées de bandas dos geis foram visualizados em transluminador e a imagem

capturada por fotodocumentador utilizando software Digi Doc.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram categorizados e organizados em um banco de dados para
permitir a analise. A normalidade dos dados foi determinada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados demograficos e clinicos foram medidos usando o
teste qui-quadrado, o teste exato de Fisher ou o teste U de Mann-Whitney, adotando
a < 0,05 no software Jamovi 2.3.12 (Stats Open Now, Sydney, Australia; R Core Team,
2025).

Os dados de gendtipo de ocorréncia e gravidade, medidos usando o teste qui-
quadrado, foram aplicados para comparar as frequéncias alélicas e genotipicas entre
0s grupos. A analise estatistica da estimativa de haplotipos, desequilibrio de ligagao
e equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada usando o software SNPStats
(http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.ntm) e confirmada usando o software
PHASE (http://stephenslab.uchicago.edu/phase/download.html).

As analises de desequilibrio de ligacdo e de regressao logistica multipla,
utilizando modelos co-dominantes, dominantes e recessivos, e a analise de
correspondéncia multipla (MCA) foram realizadas com o software R (R Core Team,
2025). A MCA foi realizada com os pacotes FactoMineR (Lé&; Josse; Husson, 2008) e

factoextra (Kassambara; Mundt, 2020).

4 RESULTADOS

4.1 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

A amostra analisada apresentou predominancia do sexo masculino (57,8%).
Observou-se associagdo estatisticamente significativa entre o sexo e o
desenvolvimento de MO, evidenciando que individuos do sexo masculino
apresentaram um risco 3,7 vezes maior de desenvolver MO (OR = 3,71; IC 95% =
1,18-11,7; p = 0,019; teste do qui-quadrado).
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A média de idade foi de 10,3 anos (x 4,7). A principal neoplasia foi a leucemia
linfoblastica aguda (LLA), com 74% dos casos, seguida por outros tipos: leucemia
mieloide aguda (15%), linfoma n&o-Hodgkin (6%), leucemia promielocitica aguda
(2%), leucemia mieloide crénica (1%) e linfoma de Hodgkin (1%). N&o foram
observadas associagdes significativas entre idade ou tipo de cancer subjacente com
a ocorréncia ou gravidade da MO (Tabela 3).

Além disso, verificou-se diferenga significativa nas contagens de leucécitos e
plaquetas entre os grupos, com menores valores no grupo com MO (G2). A contagem
de leucdcitos foi: G1 = 5300/mm?3 (3775-7725) e G2 = 2700/mm?® (1100-5225) (p =
0,006). A contagem de plaquetas foi: G1 = 200000/mm? (147250-342250) e G2 =
120000/mm?® (60250-241150) (p = 0,016), conforme o teste de Mann-Whitney U
(Tabela 4).

TABELA 3 - DADOS DEMOGRAFICOS.

Dados Sem mucosite Mucosite Lev“g;‘lVTg:::fa da Mucosite Severa
(G1=16) (G2 =84) (G2a = 20) (G2b = 26)
Sexo % (n)
Feminino 69% (11) 36,9% (31) 40% (08) 46% (12)
Masculino 31% (05) 63,1% (53) 60% (12) 54% (14)
Média de idade 10.1 (£ 3.6) 10.4 (£ 4.9) 8.9 (x4.9) 10.8 (£ 4.6)
Cancer % (n)
LLA 69% (11) 75% (63) 85% (17) 73% (19)
QOutros 31% (5) 25% (21) 15% (3) 27% (7)

Os valores sao expressos em porcentagem, com o numero de participantes (n) entre parénteses.
Abreviagdes: LLA, leucemia linfoblastica aguda; Outros: leucemia mieloide aguda; leucemia
promielocitica aguda; leucemia mieloide cronica; linfoma de Hodgkin; linfoma ndo Hodgkin.
FONTE: O Autor (2025).

TABELA 4 - DADOS CLINICOS.

Parametro Sem mucosite (G1) Mucosite (G2) p-valor
Leucocitos (mm?) 5300 (3775-7725) 2700 (1100-5225) 0,006
Plaquetas (mm°) 200000 (147250—342250) ;?1(1)(1)28) (60250- (916

Os valores sao expressos como mediana (min—max). Diferengas entre os grupos foram avaliadas
pelo teste de Mann-Whitney U. FONTE: O Autor (2025).

4.2 DADOS GENOTIPICOS
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As distribuigcdes genotipicas encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg,
com excegado do SNP MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395), devido a elevada frequéncia
do gendtipo homozigoto T/T no grupo com MO (G2) (Tabela 4).

TABELA 5 - EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG NOS SNPS MMP-1 G.-1607 G>GG (RS1799750),
MMP-8 G.-799 C>T (RS11225395) E MMP-13 G.-77 A>G (RS2252070), SEGUNDO GRUPOS
ANALISADOS (HTTPS://SNPSTATS.NET/).

SNP Grupo Genétipos por SNP p- value
2G/2G 1G/2G  1G/1G  1G 2G
Ao todo 32 39 29 103 97 p =0.029
MMP- 1 G2 29 35 20 93 75 p=0.18
rs1799750
Gt 3 4 9 10 22 p=0.11
Ci/C CIT TIT C T
MMP-8 Ao todo 49 17 34 115 85 p < 0.0001
rs11225395 G2 38 13 33 89 79 p <0.0001
G1 11 4 1 26 6 p=0.430
A/A A/G G/G A G
MMP-13 Ao todo 55 37 8 147 53 p=0.61
rs2252070 G2 51 27 6 129 39 p=0.39
G1 4 10 2 18 14 p =0.61

Valores expressos em numero absoluto de participantes. FONTE: O Autor (2025).

A partir dessa analise, seguimos através da avaliagdo da associagéo entre os
SNPs investigados e a ocorréncia de MO. Os resultados confirmaram que os SNPs
MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395) e MMP-13 g.-
77 A>G (rs2252070) estdo relacionados a ocorréncia de MO em criangas com
leucemias e linfomas (Tabela 5).

No que diz respeito ao SNP MMP-1 g.-1607 G>GG, observou-se diferenca
estatisticamente significativa nas frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos.
O alelo 2G esteve presente em 31,25% dos pacientes sem MO (G1) e em 58,9% dos
pacientes com MO (G2) (p = 0,021; OR = 2,72; IC 95%: 1,21-6,11). O gendtipo
homozigoto 2G/2G foi observado em 18,75% dos pacientes G1 e 34,52% dos
pacientes G2 (p = 0,032; OR = 4,11; IC 95%: 1,36-12,46).

Em relacdo ao SNP MMP-8 g.-799 C>T, o alelo C foi o mais frequente em
ambos os grupos, porém com diferenga estatisticamente significativa: 81,25% em G1
e 53% em G2 (p = 0,005; OR = 3,84; IC 95%: 1,50-9,82). A frequéncia do gendtipo
T/T foi de 6,25% em G1 e 39,2% em G2 (p = 0,037; OR = 2,66; IC 95%: 1,85-8,33).

Para o SNP MMP-13 g.-77 A>G, o alelo A foi mais frequente no grupo com MO
(G2: 76,8%) do que no grupo sem MO (G1: 56,25%) (p = 0,028; OR = 2,57; IC 95%:
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1,17-5,64). O gendtipo homozigoto A/A foi mais prevalente em G2 (60,7%) do que em
G1(25%) (p = 0,031; OR = 4,63; IC 95%: 1,38-15,60).

TABELA 6 - FREQUENCIA ALELICA E GENOTIPICA DOS SNPS MMP-1, MMP-8 E MMP-13 ENTRE

PACIENTES ONCOPEDIATRICOS COM E SEM MUCOSITE ORAL (MO).

SNPs Sem MO(G1) Com MO(G2) p- value OR (95% CI)
MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750)
Alelo n=32 n=168
1G 68.75% (22) 41.1% (75) p = 0.021 2.72 (1.21-6.11)
2G 31.25% (10) 58.9% (93)
Gendtipo n=16 n=_84
1G/1G 56.25% (09) 23.82% (20) p =0.032 4.11 (1.36-12.46)
1G/2G 25.00% (04) 41.66% (35)
2G/2G 18.75% (03) 34.52% (29)
MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395)
Alelo n=232 n=168
C 81.25% (26) 53% (89) p =0.005 3.84 (1.50-9.82)
T 18.75% (06) 47% (79)
Genotipo n=16 n=284
c/C 68.75% (11) 45.2% (38) p =0.037 2.66 (1.85-8.33)
cIT 25.00% (04) 15.5% (13)
T 06.25% (01) 39.2% (33)
MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070)
Alelo n=32 n=168
A 56.25% (18) 76.8% (129) p =0.028 2.57 (1.17-5.64)
G 43.75% (14) 23.2% (39)
Genotipo n=16 n=284
A/A 25.0% (04) 60.70% (51) p =0.031 4.63 (1.38-15.60)
A/G 62.5% (10) 32.15% (27)
G/G 12.5% (02) 7.15% (06)

FONTE: O Autor (2025).

4.3 GRAVIDADE DA MUCOSITE E ASSOCIACAO COM SNPS

A relagao entre SNPs e gravidade da doenga incluiu 46 participantes. Pacientes
diagnosticados com MO, mas sem um grau especifico de gravidade definido, foram
excluidos desta analise. Foi observada associagao estatisticamente significativa entre
o SNP MMP-8 g.-799 C>T e a gravidade da MO. O alelo T foi mais frequente no grupo
com MO severa (G2b: 67,3%) do que no grupo com MO leve/moderada (G2a: 45%)
(p =0,03; OR = 2,78; IC 95%: 1,18-6,54) (Tabela 6).

Para os SNPs MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750) e MMP-13 g.-77 A>G

(rs2252070) nao foi observada associagao com a gravidade da MO.
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TABELA 7 - FREQUENCIA ALELICA E GENOTIPICA DOS SNPS EM PACIENTES COM MO
LEVE/MODERADA (G2A) E SEVERA (G2B).

MO Leve/Moderada

SNPs (G2a) MO Severa (G2b) p-value OR (95% CI)
MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750)
Alelo n=40 n=>52
1G 55% (22) 32.7% (17) p =0.053
2G 45% (18) 67.3% (35)
Gendtipo n=20 n=26
1G/1G 25% (05) 15.4% (04) p=0.470
1G/2G 60% (12) 34.6% (09)
2G/2G 3% (03) 50% (13)
MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395)
Alelo n=40 n=252
C 57.5% (23) 32.7% (17) p =0.030
T 42.5% (17) 67.3% (35) 2.78 (1.18-6.54)
Genotipo n=20 n=26
C/IC 50% (10) 27% (07) p=0.133
CIT 15% (03) 11.5% (03)

TIT 35% (07) 61.5% (16)
MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070)
Alelo n=40 n=252
A 62.5% (25) 76.9% (40) p =0.202
G 37.5% (15) 23.1% (12)
Gendtipo n=20 n=26
A/A 35% (07) 61.5% (16) p=0.136
AIG 55% (11) 30.8% (08)
G/G 10% (02) 7.7% (02)

Valores sao expressos em porcentagem, com o numero de participantes (n) entre parénteses.
FONTE: O Autor (2025).

Embora para os SNPs MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750) e MMP-13 g.-77
A>G (rs2252070) as frequéncias genotipicas nao tenham apresentado diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos com MO leve/moderada (G2a) e severa
(G2b), observou-se uma associagao isolada com o SNP MMP-8 g.-799 C>T
(rs11225395). Contudo, a analise de correspondéncia multipla (MCA) evidenciou uma
separagao clara entre os trés grupos (Figura 2). Nota-se que os gendétipos
homozigotos de risco (MMP1 2G/2G, MMPS8 T/T e MMP13 G/G) estdo concentrados
na elipse do grupo G2b, que corresponde aos pacientes com MO severa. Essa
proximidade visual indica maior similaridade entre tais perfis genotipicos e a gravidade
da doenga, sugerindo uma possivel relagdo entre o conjunto de SNPs analisados e

desenvolvimento de formas severas de MO.
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FIGURA 2 - BIPLOT DA ANALISE DE CORRESPONDENCIA MULTIPLA (MCA): DISTRIBUICAO
DOS INDIVIDUOS DE ACORDO COM O GRUPO E 0OS GENOTIPOS (MMP1, MMP8 E MMP13).
MCA - Groups and Genotypes (MMP1, MMPE, MMP13)
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Distribuicdo dos individuos de acordo com o grupo e os genétipos (MMP-1, MMP-8 e MMP-13). Os
individuos séo coloridos por grupo, e as elipses de confianga de 95% indicam a dispersdo do grupo. A
proximidade entre categorias e individuos reflete a similaridade nos perfis de genoétipo. FONTE: O
Autor (2025).

4.4 DISTRIBUIGAO HAPLOTIPICA

Os SNPs selecionados para a inferéncia de haplétipos foram ordenados de
acordo com sua posicado no cromossomo 11922.3, nos genes MMPS8, MMP1 e
MMP13, respectivamente. Os grupos sem MO (G1) e com MO (G2) compartilharam
cinco haplétipos, enquanto trés combinacgdes foram exclusivas do grupo G2. Entre os
perfis identificados, o haplétipo C-1G-A foi 0 mais frequente no grupo G1, ao passo

que o haplétipo T-2G-A predominou no grupo G2 (Tabela 8).

TABELA 8 - FREQUENCIAS DE HAPLOTIPOS CONSIDERANDO OS POLIMORFISMOS MMP-8 G.-
799 C>T (RS11225395), MMP-1 G. 1607 E 1G>2G (RS1799750) E MMP-13 G.-77 A>G (RS2252070),
EM PACIENTES ONCOPEDIATRICOS SEM MO (G1) E COM OM (G2).

Haploétipos Total G1 G2
T-2G-A 0,328 0,093 0,363
C-1G-A 0,206 0,375 0,172
C-1G-G 0,190 0,218 0,182
C-2G-A 0,137 - 0,168

T-1G-A 0,064 0,094 0,065
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C-2G-G 0,042 0,219 0,007
T-1G-G 0,024 - 0,028
T-2G-G 0,008 - 0,014

FONTE: O Autor (2025).

Embora a analise das frequéncias haplotipicas nao tenha revelado diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, sugerindo uma distribuigao
homogénea, a analise de correspondéncia multipla (MCA) aplicada a esses perfis
evidenciou uma separagdo visual nitida entre os trés grupos (Figura 3). Essa
abordagem multivariada é eficaz na identificacdo de padrdes de agrupamento e
similaridades nos perfis haplotipicos que podem ser subestimados por analises
univariadas tradicionais. No grafico, observa-se que haplétipos especificos, como o T-
2G-A, situam-se mais préximos a elipse do grupo G2b, sugerindo uma possivel
associagao com a MO severa. Em contrapartida, perfis como o C-1G-A mostram-se
mais relacionados ao grupo G1, sem MO. Assim, a despeito da auséncia de
significancia estatistica nas frequéncias absolutas, a MCA aponta para padrbes de

distribuicdo que podem estar vinculados a gravidade da MO.

FIGURA 3 - BIPLOT DE ANALISE DE CORRELAGAO MULTIPLA (MCA): DISTRIBUIGAO DE
INDIVIDUOS DE ACORDO COM O GRUPO E HAPLOTIPOS (MMP-8, MMP-1 E MMP-13).
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FONTE: O Autor (2025).
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5 DISCUSSAO

A MO é uma condigao de causa multifatorial e esta relacionada a diversos
fatores, como idade, sexo, parametros hematoldgicos e caracteristicas genéticas.

Na maioria dos tipos de céancer infantil, pode-se notar uma maior
suscetibilidade em individuos do sexo masculino, e uma das diferengas sexuais mais
notaveis é detectada em linfomas e leucemias (Liu et al., 2019; Taalas et al., 2025),
incluindo a populagao brasileira (Lucena et al., 2025). No presente estudo, constatou-
se uma predominancia masculina tanto no total de participantes quanto na ocorréncia
de MO (grupo G2). Essa diferenga pode ter inicio ainda na fase pré-natal, sugerindo
que fatores endoégenos contribuem para o risco diferenciado entre os sexos (Dunford
et al., 2017; Liu et al., 2019). Ressalta-se, contudo, que essa predominancia pode ter
sofrido influéncia do tamanho amostral reduzido e das limitacdes no pareamento, o
que restringe a generalizacdo dos achados. Portanto, os mecanismos subjacentes a
essa diferenciagdo permanecem inconclusivos, demandando investigagdes
prospectivas para sua elucidacgao.

O perfil geral de toxicidade do MTX, particularmente em sua formulagao de
alta dose, € bem conhecido em oncologia pediatrica. Sua falta de especificidade
celular resulta em danos colaterais a tecidos saudaveis, especialmente aqueles com
alta atividade proliferativa, como a medula éssea, a mucosa gastrointestinal, o figado
e os rins. Essa toxicidade fora do alvo pode comprometer a continuidade do
tratamento e os resultados clinicos gerais (Heil, 2019; Valer et al., 2021). A toxicidade
gastrointestinal abrange nauseas, vomitos, diarreia e, de particular relevancia para o
nosso estudo. A MO é frequentemente um dos primeiros e mais visiveis sinais de
toxicidade sistémica do MTX, refletindo o impacto do medicamento na renovagao das
células da mucosa. A supressdo hematolégica é outra caracteristica central da
toxicidade do MTX. Devido as suas propriedades imunossupressoras (particularmente
mielossupressao levando a neutropenia), os pacientes afetados apresentam um risco
substancialmente aumentado de infec¢des bacterianas, virais ou fungicas (Hu et al.,
2024).

Em nosso estudo, os achados estavam alinhados com o espectro de
toxicidade esperado do MTX. Pacientes do grupo com MO (G2) apresentaram
menores contagens de leucécitos e plaquetas, o que ja havia sido relatado em estudos

anteriores realizados com essa mesma populagdo (Damascena et al., 2020; Viana
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Filho et al., 2021). Acredita-se que a baixa contagem dessas células possa prejudicar
o processo de regeneracéo tecidual e agravar a resposta inflamatoria desencadeada
pela quimioterapia (Curra et al., 2021; Repsold; Joubert, 2021). Além disso, a agao
citotoxica do quimioterapico MTX, leva a morte de células epiteliais, associada a
mielossupresséo causada pelo tratamento das neoplasias hematoldgicas, o que indica
sua contribuicdo para o alto indice de MO observado neste estudo (84% dos
participantes). No entanto, nenhuma associagao adicional foi encontrada entre a MO
e outros parametros hematolégicos ou bioquimicos em nossa analise.

No presente estudo, identificamos uma associagao entre a ocorréncia de MO
em leucemias ou linfomas infantis tratados com metotrexato (MTX) e os trés SNPs de
colagenases avaliados. Sabe-se que esses SNPs alteram a atividade transcricional
das MMPs. Na literatura, os alelos 2G e T s&o descritos por aumentarem a atividade
transcricional das MMP-1 e MMP-8, respectivamente (Decock et al., 2007; Rutter et
al., 1998), enquanto o alelo G da MMP-13 esta relacionado a diminuicdo dessa
atividade (Yoon et al., 2002). Desse modo, as alteragcdes presentes na expressao
dessas enzimas podem intensificar a degradacado da matriz extracelular e desregular
a resposta inflamatéria local.

Além disso, o0 aumento da expressao de MMP-1 com o uso de MTX (Nabai et
al., 2015) e os niveis elevados de MMP-8 em pacientes submetidos a radioterapia,
conforme observado por Brandt et al. (2025), corroboram a ideia de que a MMP-1 e a
MMP-8 desempenham um papel fundamental na resposta inflamatéria em contextos
oncoldgicos, e sua superexpressao pode contribuir para o agravamento das lesdes da
mucosa oral.

Em contraste, o SNP MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070) demonstrou um efeito
protetor contra a MO severa em individuos com gendétipos G/G e A/G. A variante G
parece reduzir a expressdao de MMP-13, resultando em menor degradagado da matriz
extracelular e redugao da inflamacéo. Essa descoberta esta de acordo com estudos
anteriores que indicaram um papel protetor desse SNPS em diversas condi¢des orais,
como carie dentaria e carcinoma oral (De Matos et al., 2019). Embora a MMP-13
esteja envolvida na remodelagao tecidual, ela parece desempenhar um papel mais
moderado na degradacdo da matriz em comparagdo com a MMP-1 e a MMP-8. A
atividade reduzida da MMP-13 pode ajudar a preservar a integridade da mucosa oral
durante o tratamento com MTX, diminuindo a gravidade das lesbes ulcerativas. Esse

mecanismo protetor pode explicar o efeito observado da variante G, que modula
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negativamente a expressao de MMP-13, reduzindo assim o risco de danos adicionais
a mucosa (Prasanna et al., 2018; D. K. et al., 2022).

Ao analisarmos a relacdo entre esses SNPs e a gravidade da MO,
observamos uma associacgao significativa apenas com o alelo do SNPs MMP-8 g.-799
C>T (rs11225395). O alelo T apresentou maior frequéncia em pacientes com MO
severa.

Embora a analise de distribuicdo haplotipica ndo tenha revelado diferengas
estatisticamente significativas, a MCA demonstrou uma separacgao visual nitida entre
os trés grupos. Esse cenario indica que padroes combinados de alelos podem refletir
variagdes sutis nos perfis genéticos, indetectaveis por analises univariadas
tradicionais. Tais achados sugerem que determinados haplétipos contribuem para a
gravidade da MO, reforcando a importdncia de abordagens multivariadas na
investigacao de associagdes genéticas complexas. Ressalta-se que a auséncia de
significancia estatistica pode ter sido influenciada pelo tamanho amostral limitado ou
pela distribuicdo heterogénea dos haplotipos, demandando estudos com maior poder
estatistico para confirmacgao desses padrodes.

No total, identificaram-se 11 combinagdes haplotipicas distintas. Embora a
literatura sobre esses haplotipos especificos seja escassa, estudos prévios
corroboram a relevancia de combinacgdes envolvendo esses SNPs. Observou-se uma
tendéncia de maior frequéncia do haplétipo C-1G-A em pacientes sem MO, enquanto
o perfil T-2G-A predominou naqueles com a condigao. Esses resultados sugerem que
a acao sinérgica de multiplos SNPs pode elevar o risco de MO em pacientes
oncopediatricos, evidenciando que a analise haplotipica € uma ferramenta valiosa
para a compreensao e o manejo clinico da patologia.

O presente estudo fornece resultados novos e Unicos sobre a associagao de
SNPs de MMPs e OM induzida por MTX em leucemias e linfomas infantis. No entanto,
€ necessaria uma analise critica das limitagdes. Em primeiro lugar, o poder do estudo
¢ limitado (<80%) devido ao pequeno tamanho da amostra, uma vez que este foi um
estudo unicéntrico baseado em um evento adverso (OM) induzido por uma
quimioterapia especifica (MTX) em uma doenca infantil (cancer hematologico). Além
disso, o estudo baseou-se em registros médicos devidamente preenchidos pela
equipe do hospital para garantir a inclusao dos pacientes. Para a analise de gravidade,
a falta de classificagcdo da MO (leve/moderada ou severa) restringiu a avaliagéo a

apenas 54,7% das amostras coletadas, reduzindo assim o poder estatistico.
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Outra limitagdo € que os grupos ndo foram pareados por sexo. Este é um
desafio inerente aos estudos clinicos, nos quais o recrutamento de pacientes é
limitado pela prevaléncia da doenga na populagao especifica, levando a desequilibrios
inevitaveis na distribuicdo por sexo. Apesar dessas limitagdes, o conjunto dos dados
demonstram uma associagdo entre SNPs nos genes das MMPs e o risco de
desenvolvimento de MO em pacientes pediatricos com leucemia e linfoma submetidos
a tratamento com MTX. Esses resultados ressaltam a relevancia clinica da
suscetibilidade genética nesta populagdo e sugerem que uma investigacdo mais
aprofundada incluindo outras classes de MMPs ¢é justificada para elucidar
completamente o panorama proteolitico da MO.

Embora muitas reacdes adversas a medicamentos possam estar diminuindo,
o0 dano a mucosa continua sendo uma area de preocupagao para a quimioterapia.
Sabe-se que as fungdes das MMPs sao dificeis de prever. No entanto, compreender
a influéncia das MMPs e seus SNPs na MO pode trazer beneficios significativos, nao
apenas como biomarcadores e preditores de risco, mas também como uma alternativa
terapéutica (Cabral-Pacheco et al., 2020). Por exemplo, a terapia com microcorrente
e a terapia com laser de baixa intensidade, usadas como cuidados de suporte na MO,
tém um impacto notavel na melhoria do processo de cicatrizagao de feridas, pois afetar
significativamente os niveis de expressao das MMPs (El Makakey et al., 2025).

Os SNPs introduzem um fator de risco diferencial além da toxicidade induzida
por medicamentos. A identificagdo de pacientes com gendtipos MMP de alto risco
permite aos médicos antecipar um curso de MO severa e iniciar intervencoes
profilaticas mais cedo e de forma mais eficaz, contribuindo para a medicina
personalizada. O fato de que, mesmo em um cenario de alta dose de MTX, as
variacdes genéticas na via de remodelagao da matriz extracelular ainda influenciam o
resultado, demonstra que o mecanismo de destruicéo tecidual €, em parte, regulado
pela genética do hospedeiro, oferecendo alvos para futuras intervengdes
farmacolégicas. A analise de SNPs identifica um subconjunto de individuos

vulneraveis dentro da populagao geral de alto risco.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

Em conclusédo, este trabalho forneceu novas perspectivas sobre os

mediadores moleculares que contribuem para a MO. Os dados obtidos mostram que
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SNPs MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395) e MMP-
13 g.-77 A>G (rs2252070) influenciam individualmente a ocorréncia de MO em
pacientes oncopediatricos com leucemias e linfomas tratados com MTX. Estes
achados reforcam a importdncia da farmacogenética na oncologia pediatrica,
indicando que a identificagdo precoce desses perfis genéticos pode atuar como um
biomarcador preditivo. Assim, abre-se caminho para estratégias terapéuticas mais
personalizadas, visando mitigar a toxicidade do MTX e melhorar a qualidade de vida

durante o tratamento antineoplasico.
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