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RESUMO

DE OLIVEIRA, Rodrigo Dutra Norberto. Perfil imunologico salivar e sobrevida de pacientes
de cancer de cabega e pescoco submetidos a radioterapia: uma anélise longitudinal
retrospectiva. 2023. 81 f. Dissertacao (Mestrado em Odontologia) - Faculdade de
Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

As respostas imunoinflamatérias por meio de efetores celulares e seus produtos podem
eliminar células neopldsicas recém-formadas através do reconhecimento de antigenos
associados ao tumor. A radioterapia (RdT) € uma modalidade terapéutica amplamente utilizada
para o manejo do cancer de cabeca e pescoco (CCP), e que além de provocar a morte celular
direta, pode elicitar proteinas e moléculas compartimentalizadas com propriedades antigénicas
e capazes de regular respostas imunes que podem contribuir para a erradicagdo neoplasica.
Diante disso, o presente estudo objetivou analisar as concentracdes de biomarcadores
inflamatérios em amostras de saliva de pacientes com CCP e submetidos a RdT relacionando
com a desfecho clinico pés-tratamento. Para isso, amostras de saliva de 48 pacientes
diagnosticados com CCP foram coletadas em trés periodos de acordo com a RdT e analisadas
para quantificacdo de biomarcadores inflamatérios. Apos um periodo médio de dois anos, o
estado de saide de todos os pacientes foi atualizado, levando a formacdo de dois grupos com
24 individuos cada: vivos e falecidos. A partir disso, foram realizadas andlises estatisticas para
avaliar as diferencas intra e intergrupo dos niveis de biomarcadores das amostras coletadas. Os
resultados indicaram que somente para oOs pacientes Vivos ocorreu uma variagao
estatisticamente significante para os analitos IL-1f, IL-4, IL-6, IL-17, IFNa2 e TNF-a, com a
formacdo de uma curva de ascendéncia entre o inicio da RdT (TO) e o 25° dia (T3), e uma curva
de descendéncia entre o T3 e o0 35° dia apds a ultima sessdo de RdAT (T5). Além disso, o TNF-
a e a IL-4 exibiram concentragdes estatisticamente menores entre os grupos no T5. Assim,
considerando as funcdes que cada biomarcador pode exercer nas respostas imunoinflamatdrias,
as variacoes significantes observadas fornecem indicios de uma imunorreatividade associada a
RdT e relacionada a melhores desfechos pds-tratamento. Estudos futuros precisardo validar as
observacdes aqui descritas.

Palavras-chave: radioterapia; cancer de cabeca e pescoco; vigilancia imunoldgica;

biomarcadores inflamatoérios; sobrevida.



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, Rodrigo Dutra Norberto. Salivary immune profile and survival of head and
neck cancer patients submitted to radiotherapy: a retrospective longitudinal analysis. 2023.

81 f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Immunoinflammatory responses via cellular effectors and their products can target and
eliminate newly formed neoplastic cells by recognizing tumor-associated antigens.
Radiotherapy (RdT) is a widely used therapeutic modality for managing Head and Neck Cancer
(HNC). In addition to causing direct cell death, it can release compartmentalized proteins and
molecules with antigenic properties and capable of coordinate immune responses, potentially
aiding in the eradication of neoplastic cells. This study intended to analyze the concentrations
of inflammatory biomarkers from HNC patients submitted to RdT and correlating it to the post-
treatment survival. For this, saliva samples from forty-eight patients with HNC were collected
at three periods according to the RdAT aiming inflammatory biomarkers quantification. After an
average follow-up of two years, the health status of all forty-eight patients was updated, leading
to the formation of two groups with twenty-four subjects each: survivors and deceased.
Statistical analysis was performed to compare biomarker levels within and between the groups.
The results indicated a statistically significant variation only for the survivor’s group and
specially for IL-1B, IL-4, IL-6, IL-17, IFNa2 and TNF-a during the treatment. An ascending
curve was observed from the beginning of the RdT (TO) to the 25th day of treatment (T3),
followed by a descending curve from T3 to the 35th day after the last session of RdAT (T5).
Furthermore, TNF-a and IL-4 also showed a significant lower level for the survivor’s group at
the T5. Thus, regarding each biomarker’s functions in the immunoinflammatory responses,
their significant variations likely reflect an immunoreactivity associated with the RdT,
correlating with improved outcomes following antineoplastic therapy. Hereafter, future studies
are needed to validate these findings and further explore the role of these biomarkers in
immunoinflammatory responses during RdT.

Keywords: radiotherapy; head and neck cancer; immune surveillance; inflammatory biomarker;

survival.
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INTRODUCAO

Muitos fatores contribuintes convergem para a origem tumoral, como a exposi¢io a
agentes quimicos e fisicos, infeccdes por agentes bioldgicos, e a persisténcia de eventos
fisiologicos capazes de perturbar a homeostase gendmica. Ao rompimento dessa estabilidade,
surge o cancer, uma doenca genética caracterizada por uma elevada capacidade proliferativa e
invasividade, a qual interage com estruturas adjacentes e coordena mecanismos que
possibilitam sua perpetuacdo. Conforme evoluem, tumores sélidos alteram as funcdes
fisiol6gicas de tecidos e 6rgdos, tornando-se uma ameaca a vida do paciente. (1-5)

O cancer de cabeca e pescoco (CCP) engloba tumores heterogéneos que acometem
estruturas anatdmicas compreendidas na cavidade oral, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe,
seios paranasais e laringe. (6,7) O Brasil € o sétimo pais com maior incidéncia de CCP, onde
surgem 27.026 novos casos a cada ano, e dos quais 78% sdo homens na quinta década de vida.
Entre os anos de 2015 e 2020 o CCP afetou homens em uma propor¢ao 3,4 vezes mais que
mulheres, e especificamente para o cancer oral, estima-se que em 2023 cinco em cada 100 mil
habitantes serdo diagnosticados com a doenca a nivel nacional. (8—10)

Anualmente, o CCP contabiliza 5% das mortes por cancer no mundo, e no Brasil ele é
responsavel por 53% dos 6bitos sobre os casos incidentes. (8) Mais de 60% sdo diagnosticados
em estagio localmente avangado (6) e 50% desses morrem dentro de cinco anos. (11) Além da
morbidade associada a severidade da doenga, a recidiva do CCP, bem como o desenvolvimento
de novos tumores na drea de irradiacao, podem explicar o motivo dos 6bitos. (11,12)

A radioterapia (RdT) de cabeca e pescoco € uma abordagem terapéutica bem
consolidada para o manejo do CCP, e que agrupa um conjunto de técnicas que se utilizam da
radiacdo ionizante para promover a morte celular neoplasica. (13—15) A estomatoxicidade é
inerente ao tratamento radioterdpico, repercutindo no surgimento de lesdes de mucosite oral
radioinduzida, cdries rampantes, e osteorradionecrose, tornando o tratamento odontoldgico
prévio a RdT um método de mitigar os efeitos adversos da irradiacdo. (16—18)

O microambiente tumoral consiste em um tecido heterogéneo e complexo, formado por
células mesenquimais e imunoldgicas capazes de produzir citocinas, quimiocinas € outros
produtos celulares que exercem sobre o cancer efeitos que estimulam e inibem a progressao
neoplésica. (5,19,20) A literatura descreve a capacidade da RAT em modular e coordenar
reacOes imunes a partir da exterioriza¢do de antigenos intracelulares, que podem culminar na

morte imunogénica do tumor. (19,21,22) Em contrapartida, a irradiacdo pode direcionar o
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microambiente para um fenétipo imunossuprimido e radiorresistente, bem como contribuir para
o surgimento de mutacdes em células sadias do campo irradiado, aumentando as recidivas da
doenca. (12,23) Desse modo, identificar o teor e as origens das reacdes imunoldgicas que
acontecem durante a RdT, pode fornecer informagdes a respeito do comportamento do paciente
diante da terapia antineopldsica.

Nesse sentido, e considerando o campo anatdomico que a RdT de cabeca e pescoco
abrange, bem como que a produgdo e a qualidade da saliva também sdo impactadas pela
radiacdo ionizante, (24,25) a coleta desse fluido bioldgico para andlise imunoldgica pode se
tornar uma candidata promissora para o monitoramento dos biomarcadores inflamatdrios e
fatores de crescimento salivares de pacientes com CCP, devido a proximidade anatdmica com
o cancer e por se destacar como um meio de baixa complexidade de execucdo, baixa

invasividade e boa adesao do paciente. (26-29)
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 O cancer

O processo de divisao celular é dotado de mecanismos que certificam a integridade do
material genético antes da reproducdo de uma herdeira. Caso uma alteracdo irreparavel seja
identificada, os processos de morte celular serdo coordenadamente iniciados de modo a prevenir
a perpetuacao da inconformidade. Quando esses mecanismos sdo ineficazes em impedir a
proliferacao das células geneticamente alteradas, surge o cancer: uma doencga oriunda da
instabilidade gendmica, que € clinicamente heterogénea, histologicamente complexa,
potencialmente letal, e marcada por um descontrole replicativo de células exibindo mutacdes
genéticas e epigenéticas. (1,4,30)

Apesar da extensa heterogeneidade clinica e histoldgica, existem algumas capacidades
funcionais que sustentam a fisiopatologia do cancer e sdo compartilhadas por todos os tipos de
neoplasias. (2,3) No geral, esses mecanismos possibilitam a sobrevivéncia do tumor e sio
gerenciados a partir de seu microambiente. Nele, residem e sdo recrutadas outras células além
das cancerigenas, tais como fibroblastos, macréfagos, linfécitos, células dendriticas, além de
outros componentes celulares que em conjunto com a matriz extracelular imersa em proteinas
sinalizadoras formam o estroma do neoplasma. (5,31)

A cooperacdo entre as células neoplésicas e as células fisiologicamente normais ocorre
através das sinalizagdes intercelulares que regulam os eventos promotores de sobrevivéncia
definidores da malignidade da doenca, sendo eles: angiogénese aberrante, resisténcia a morte
celular, sinalizagdo proliferativa continua e autossuficiente, imortalidade, evasdo do sistema
imunolégico e de supressores de crescimento desordenado, invasdo tecidual, e inflamacao do
microambiente. (2,3) A conjuncio desses eventos caracteriza o cancer como uma comunidade
celular disfuncional e parasitdria, regida por componentes da inflamacdo e tangenciada por

tentativas malsucedidas de reparo tecidual.(3,5,32)

1.1.1 O cancer de cabeca e pescoco
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O cancer acomete diversas regides anatdmicas de um organismo, € a exposicao de certas
regides a determinados agentes quimicos e biologicos eleva a probabilidade de
desenvolvimento da doenga. No que diz respeito aos fatores de risco para o CCP, o tabagismo,
etilismo, e a infecc@o pelo herpes virus (HPV) sdo os agentes mais documentados, enquanto
este dltimo estd mais relacionado ao surgimento de tumores em localidades como a base da
lingua e tonsilas. (33,34)

A atuacdo desses fatores de risco como carcinégenos desencadeia uma série de eventos
genéticos e epigenéticos que culmina em alteragdes do funcionamento de proteinas
fundamentais na manutencdo da conformidade do ciclo celular, como a P53, indutora de
apoptose e cujo gene pode sofrer inativacdo ou mutacdo dependendo do carcinégeno.
(2,33,35,36) Além disso, a literatura também relata uma associacdo entre a frequéncia de
mutacdo do gene da P53 com o tempo de sobrevida no CCP (36).

Histologicamente, cerca de 95% dos tumores de cabecga e pescogo sdo epiteliais, sendo
o carcinoma de células escamosas (CEC) o diagndstico mais comum. (7,12,37)
Anatomicamente o CCP possui distribuicdo heterogénea, englobando desde as regides
faringianas aos seios paranasais, € podendo se manifestar clinicamente através de sinais e
sintomas inespecificos, como alteragdes na vocalizacdo, odinofagia, disfagia, otalgia, dlceras,
massas irregulares etc. (7,35)

Dentre as modalidades terapéuticas, a cirurgia ressectiva € descrita como o tratamento
padrao, limitando-se a extensdo do tumor e preservando estruturas como a base do cranio,
musculatura pré-vertebral e artéria cardtida. (7) A RdT atua no tratamento adjuvante ou
primdrio dependendo da localidade, tumores em base de lingua, glote e tonsilas respondem bem
a RdT sozinha. (7) Quimioterdpicos como a cisplatina em alta dose e a carboplatina geralmente
sao utilizados no tratamento adjuvante, podendo ser aplicadas em concomitancia a radioterapia.

(7,13,38)

1.1.2 O sistema de classificacido

No planejamento terapéutico antineopldsico do CCP, alguns fatores relacionados ao
estado da doenca serdao determinantes. A classificacdo e o estadiamento costumam ditar a
selecao das modalidades, a necessidade de terapia adjuvante sist€mica e o fracionamento das

doses. (6,13,34) O sistema de classificacdo padronizado para o CCP é o TNM da American
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Joint Committee on Cancer (AJCC)/ International Union Against Cancer (UICC), que
categoriza a doencga de acordo com a dimens@o da massa tumoral (T) e profundidade de invasdo
no tecido; avalia o comprometimento dos linfonodos adjacentes e distantes (N); e registra a
presenca de metastases a distancia (M). (39,40)

A atualiza¢do mais recente desse sistema divide os tumores de cabega e pescoco em
algumas subcategorias: cancer de cavidade oral; cincer nasofaringeo; cancer orofaringeo;
cancer cutaneo da cabeca e pescoco (que inclui o carcinoma de células escamosas); sarcoma de
tecido mole de cabeca e pescoco; e cancer de tireoide. (40) Na subcategoria do cancer
orofaringeo h4 ainda uma subdivisdo para os tumores associados ao HPV (39,40), cuja presenca
interfere no progndstico, tratamento e sobrevida dos pacientes de CCP. (41-43)

Diagnosticando todos os aspectos do TNM € possivel tracar um estadiamento com base
no progndstico da doenga. Os estagios sdao graduais, variando do I ao IV, estando a severidade
da doenca associada ao comprometimento das estruturas adjacentes, linfadenopatia e metéstase,
esta dltima associada somente ao estdgio IV, o mais avancado e com pior prognoéstico. (39,40)
Estagios I e II geralmente requerem abordagens monoterap€uticas como a cirurgia ou a
radioterapia. (34) Relata-se que a melhor abordagem para tumores localmente avancados € a
quimiorradiagdo para os casos em que a excisdo do tumor € dificultada em virtude da

proximidade com tecidos sadios, ou para terapia adjuvante pds-operatoria. (44)

1.2 A radioterapia

A RdT € uma especialidade cientifica e terapia antineopldsica que se utiliza da radia¢ao
ionizante para entregar a célula neopldsica quantidades de energia capazes de interferir na
homeostase do sistema celular, provocando a morte das células do tumor. Um dos métodos de
transferéncia de energia se d4 através da acao cinética de particulas atbmicas como os elétrons
e protons, configurando a radioterapia particulada. Existe também a radioterapia via deposi¢cao
de microcédpsulas contendo isétopos radioativos no leito tumoral, a denominada braquiterapia.
(15,45)

A morte celular radioinduzida normalmente ocorre devido aos danos diretos e indiretos
ao DNA, sendo os danos a duas hélices os mais letais. Nessas ocasides o material genético pode

ser diretamente destruido pelas particulas irradiadas, ou indiretamente lesionado por meio da
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producdo de radicais livres de hidroxila, que podem quebrar a ponte fosfodiéster ou a ponte
entre a base e o acucar do material. (15)

Na RdT de cabeca e pescoco habitualmente sdo entregues de 66 até 74Gy de radiacdo
ionizante na regido que compreende o tumor primario e os linfonodos hiperplasiados, dividida
pelo fracionamento convencional em 1,8 a 2Gy por dia, cinco vezes por semana, por sete
semanas. (13,15,44) Células sadias também sdo afetadas no processo, provocando danos
teciduais em consequéncia aos efeitos bioldgicos citados anteriormente; contudo, algumas
técnicas mais recentes de RAT buscam contornar esses problemas ao otimizar a entrega da
energia ao tumor, preservando as estruturas nobres da cabeca e pesco¢o, como as glandulas
salivares. A técnica é a IMRT -Intensity Modulated Radiotherapy-, que possui com uma de suas

indicacdes o cancer de cabecga e pescoco. (15,45)

1.2.1 Efeitos adversos da RdT

Em 29 de janeiro de 1896, menos de um ano depois da descoberta dos raios-X por
Rontgen, Emil Grubbé, médico alemao residente de Chicago, irradiava terapeuticamente uma
paciente recém-operada de um carcinoma das mamas utilizando equipamentos manufaturados
por ele mesmo. (15,46,47)

Grubbé ndo somente foi o responsavel por iniciar a utilizagdo terapéutica da radiac¢io
ionizante, mas também foi o primeiro a ser afetado por seus efeitos adversos, e o primeiro a
adotar medidas de protecdo para os tecidos normais. LLogo apds iniciar seus experimentos com
os raios-X, Grubbé desenvolveu dermatite na mao que era constantemente exposta a radiagao.
(46) Desde entdao algumas técnicas surgiram para minimizar os efeitos indesejaveis da RdT,
como a ja citada IMRT e as alteracdes no fracionamento de entrega da dose total, como ocorre
no hiper fracionamento, onde a dose de energia € menor e aplicada mais de uma vez ao dia.

(13,47)

1.2.1.1 A mucosite oral radioinduzida como efeito agudo da RdT
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Apesar dos esfor¢os de evasdo aos efeitos morbidos da RdT, eles ainda sdo muito
comuns e podem se manifestar logo em seguida as primeiras doses. (25,47) Um dos efeitos
citotoxicos agudos de grande relevancia clinica que surge secundariamente ao tratamento do
CCP € a mucosite oral, lesdao inflamatoria relacionada tanto a quimioterapia quanto a RdT, e
geralmente identificada nos tecidos normais e de baixa queratiniza¢do da orofaringe. (16,25,48)

A Mucosite oral (MO) radioinduzida € uma complicagdo decorrente dos efeitos da
radiacdo ionizante sobre a mucosa sadia compreendida na drea da irradiagdo. Os eventos
moleculares que levam ao surgimento das lesdes, assim como na morte celular neoplésica, vao
além dos danos diretos ao material genético e envolvem também a producao de espécies reativas
de oxigénio capazes de ativar fatores de transcri¢do pré-inflamatoérios. (49,50) Um deles € o
NF-«B, cujos efeitos celulares desencadeiam a producdo de diversas citocinas pré-inflamatorias
como a IL-1p, IL-6 e TNF-q, estabelecendo a inflamacao caracteristica das lesdes. (49-51)

O curso natural da MO ¢ didaticamente dividido em fases, dentre as quais a ulceracio
do epitélio ocorre apds a amplificacdo molecular dos eventos inflamatérios e a superacdo do
limite de mortes celulares antes da lesdo tecidual. (50) Ao final da primeira semana de
irradiagdo, com o acimulo de 10Gy de energia, sinais e sintomas como eritema e ardéncia bucal
sdo comuns. A ulceracdo pseudomembranosa estd associada ao final da segunda semana de
tratamento radioativo com o acimulo de 20Gy, tornando-se difusas e mais severas ao final da
terceira semana, sendo comuns as regides como a mucosa jugal, 1dbios, ventre e bordas laterais
da lingua, soalho bucal e palato mole. (51) Caso nao sejam tratadas, as lesdes tornam-se mais
dolorosas a medida que evoluem, sendo capazes restringir a alimentagc@o via oral e inclusive
provocar interrupg¢des no tratamento antineopldsico. (25,52)

Desde 2020 a MASCC/ISOO (Multinational Association for Supportive Care in Cancer
& International Society of Oral Cancer and Oncology) recomenda como conduta terapéutica
para a prevencdao da MO a fotobiomodulacao (PBM) por laserterapia de baixa intensidade.
(53)Apesar disso, ainda ndo ha consenso acerca de um protocolo clinico para tratamento, por
mais que diversos estudos clinicos mostrem as indubitdveis contribuicdes da PBM as lesoes
estabelecidas. (54-56) A terapia de PBM utiliza-se da luz no espectro vermelho e infravermelho
para aprimorar o metabolismo celular em situacdes de estresse, como durante a irradiacao. Ela
aumenta a produ¢do de ATP intracelular e 6xido nitrico, bem como modula o ambiente

inflamatoério, reduzindo a inflamacdo. (57,58)

1.2.1.2 As repercussoes tardias da RAT & Tratamento odontoldgico
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Apesar da grande morbidade que a MO representa, ela é temporaria, estando as lesdes
ulcerativas solucionadas até a quarta semana apds a RdT. (51) Em contrapartida, os efeitos
cronicos da RdT persistem mesmo apds o fim do tratamento, e algumas alteracdes fisioldgicas,
como hipovascularizagdo dssea, podem se tornar mais graves apesar da auséncia da atividade
radioativa sobre os tecidos.(59,60) As alteracdes vasculares prejudicam o metabolismo 6sseo,
diminuindo sua capacidade de remodelag¢do pés-trauma e sendo capaz de induzir uma necrose
Ossea com exposicdo clinica do osso cortical, denominada nesses casos como
Osteoradionecrose (ORN). (59,61) A literatura € inconsistente quando se trata de um protocolo
para tratamento da ORN, e as terapias descritas geralmente envolvem a remocao do fragmento
necrosado através de procedimentos cirtrgicos e o controle da infec¢do oportunista com o uso
de antibidticos e antimicrobianos. Entretanto, quando se trata da prevencdo, os estudos
concordam que o tratamento odontolégico prévio a RdT contribui para minimizar as
necessidades de intervencdo traumadtica apds a irradiacdo, consequentemente prevenindo a
ORN. (25,62,63)

O tratamento odontolégico previamente ao tratamento antineopldsico também &
recomendado pela MASCC/ISSO como parte do manejo de prevencdo da MO(16)além de
minimizar outros efeitos tardios da RdT, como as céries de radiacdo que surgem pelas alteracdes
ecoldgicas provocadas pela hipossalivacdo e em virtude as alteracdes no periodonto; e a doenca
periodontal, igualmente afetada pela producgao reduzida de saliva.(25,64,65)

No que tange a doencga periodontal, alguns estudos descrevem sua associacdo com o
desenvolvimento de ORN(66) e com a MO através da amplificacdo dos processos inflamatorios
que contribuem para um aumento na severidade das lesdes, o que evidencia a indispensabilidade
de seu controle terap€utico previamente e apds o tratamento do cancer. (67,68)

Nesse sentido, Bruins e colaboradores em 1998 (69) estabeleceram um algoritmo que
direciona a tomada de decisdes para o tratamento odontolégico antes da RAT com o intuito de
mitigar as repercussdes orais do tratamento. O objetivo primordial é a redugdo da carga
microbioldgica a partir da remog¢ao de focos infecciosos, através do tratamento periodontal,
tratamento endodontico e exodontias de dentes extensivamente destruidos. (69,70)

No geral, a radioterapia de cabeca e pescogo traz consigo uma série de consideragoes
acerca da saude oral do paciente, sendo um fator determinante no planejamento e execugao de
intervencoes orais antes da irradiacao, e direcionando a proservag¢ao odontoldgica do paciente

submetido a RdT.
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1.3 Vigilancia imunolégica e Imunoedi¢ao

As respostas imunoinflamatdrias promovidas pela imunidade inata e adaptativa exercem
efeitos paradoxais sobre o cancer, promovendo a oncogénese (5) ou suprimindo o descontrole
do crescimento de células anormais. (71-73) As funcdes do sistema imunolégico na origem do
cancer € tema de estudos ha pelo menos um século. No final do século XIX Virchow publicava
suas observagodes acerca da origem inflamatdria de alguns tumores. (74) Tempos depois, Ehrlich
teorizava sobre a protecao que o sistema imunoldgico promovia através do controle neopldsico.
(75)

Desde entdo algumas funcdes da regulacdo imunolégica da oncogénese foram
estabelecidas: as respostas imunes modulam e resolvem estados inflamatorios que contribuem
nas alteracdes genéticas que antecedem a neoplasia (5,75), ao passo que eliminam células
tumorais através do reconhecimento de neoantigenos, processo descrito como vigilancia
imunoldgica e parte da imunoedic¢do. (73,75,76)

A imunoedicdo é um fendmeno de sele¢do darwiniana pelo qual a imunogenicidade do
tumor diminui devido a adaptagdo as respostas citotoxicas provenientes do sistema
imunolégico, concedendo ao tumor um fendétipo imunorresistente. (71,75) A vigilancia integra
a primeira fase da imunoedicdo: a eliminacao de células neoplésicas. A proliferacao das células
sobreviventes dessa etapa € contida por linfécitos durante a fase do equilibrio, marcada também
pelo surgimento de novas mutagdes que direcionam para o surgimento de uma linhagem de
células capazes de escapar das células vigilantes, marcando assim o inicio das manifesta¢des
clinicas do céancer. (3,71,75)

Os linfécitos T CD4 e T CDS8, as células apresentadoras de antigenos (APCs), e as
células NK (Natural Killers), sdo alguns dos efetores da reatividade imunolégica contra o
neoplasma, atuando no reconhecimento e elimina¢do dos neoantigenos tumorais, € a supressao
dessas células no microambiente tumoral ¢ um dos mecanismos que facilita a evasdo a
vigilancia imunoldgica.(71,77)

A imunorreatividade que conduz a morte do tumor € iniciada tanto pelos antigenos
gerados pelas células mutantes, quanto pelos DAMPS (Danger Associated Molecular Patterns),

moléculas reconhecidas por células NK, macrofagos e células dendriticas residentes - as mais
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eficientes APCs capazes de ativarem linfécitos T prematuros-. (20,78,79) Dentre os DAMPS
destacam-se a ATP intracelular, a Calreticulina, a IL-1a e a IL-6.(79)

A captagao dos antigenos ou DAMPS implica na migracdo das células dendriticas (CD)
para os linfonodos de drenagem do tumor, onde portando o neoantigeno processado e exibido
em peptideos do complexo de histocompatibilidade (MHC), ativam os linfécitos T CD8 através
do MHC 1 e CD#4 através do MCH 11, promovendo a expansdo dos linfécitos T citotoxicos e
sua translocacdo para o leito tumoral, onde exercerdo suas funcdes de citotoxicidade contra as
células tumorais. (73,76)

O microambiente do tumor e os tecidos linfoides adjacentes abrigam células
imunoldgicas como macréfagos, mastocitos, CDs, linfécitos NK, linfécitos B, linfécitos T e
suas subpopulacdes (Thl, Th2, Th17) e linfécitos T citotéxicos.(80) A literatura relata uma
associagdo entre a densidade populacional de linfécitos Thl e T citotéxicos, e sua localizacdao
no centro e nas margens do tumor, com a recorréncia e sobrevida no cancer. (80)

Devido a presenca marcante dos efetores imunolégicos na composi¢cdo do estroma
tumoral, € previsivel que seus produtos serdo igualmente presentes. Quimiocinas como o MIG
induzem a infiltra¢do de linfécitos T CDS, linfécitos Thl e células NK para o microambiente
tumoral, e assim como descrito na literatura (81), a infiltracdo desses linfocitos
quimiotaticamente atraidos parece contribuir para um prolongamento da sobrevida em

pacientes com cancer colorretal. (81,82).

1.3.1 Efeitos da Radioterapia na imunogenicidade dos tumores

Ainda que o controle imune da oncogénese seja eficaz, diversos tumores sao capazes de
escapar da vigilancia imunoldgica ao ponto de se tornarem clinicamente evidentes, exigindo
um controle terapéutico especifico nessas ocasides.(3,71,75,83,84) Nesse contexto, a RdT
enquadra-se como modalidade terapéutica amplamente utilizada para tratamento de diversos
tipos de tumores, incluindo o CCP. (85)

Além de sua capacidade de provocar a morte celular direta e indireta, a radiacio
ionizante pode evocar respostas imunes que de forma semelhante ao controle imunolégico do
crescimento tumoral, pode levar a erradicacdo das células tumorais remanescentes do

tratamento antineopldsico, atribuindo a radiacdio um efeito adicional possivelmente

determinante no sucesso da RdT. (1,83,86,87)
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A influéncia da irradiagdo terapéutica sobre o sistema imunoldgico € descrita como um
efeito abscopico, que se refere aos eventos bioldgicos ocorridos longe do sitio irradiado, mas
dentro do mesmo organismo.(86)O processo de morte celular pds-irradiagao € capaz de
exteriorizar proteinas compartimentalizadas, que assumem fun¢des de DAMPS e sdo
responsaveis por engatilhar respostas imunoldgicas mediadas pelas CDs. (19,83,86,88,89) Os
novos antigenos aumentam a imunogenicidade do tumor, tornando-o mais evidente e vulnerdvel
as células efetoras e suas respostas destrutivas. (83,90)

Cada DAMP emite um sinal distinto, a ATP uma vez exteriorizada emitird um sinal de
atracdo para mondcitos e CDs e ativagdo do inflamassoma, estimulando a producdo de IL-1B e
IL-18. (87,91) A calreticulina ¢ uma DAMP que ao ser exteriorizada emitird um sinal
estimulando fagocitose e a producao de IL-6 e TNF-a em APCs. (19,91). Outras proteinas que
atuam como DAMPS sdo a HMGBI e as proteinas de choque térmico (HSPs). (19)

Os antigenos sdao reconhecidos pelas CDs e entdo apresentados no linfonodo de
drenagem do tumor, onde ocorre a ativacdo dos linfécitos T residentes, capazes de
translocarem-se até o sitio do tumor atraidos pelo gradiente quimiotético. A infiltra¢do no tumor
pelos linfocitos T CD4 e CD8 ¢é favorecida pelas moléculas de adesdo superreguladas pela
radiacdo ionizante, como o VCAM-1 e a quimiocina MIG. (19,90,92) Linfécitos T e NK
ativados produzem IFN do tipo II, aumentando a expressdao de MHC-I na superficie das células
tumorais e otimizando as interacdes celulares e efeitos citotoxicos contra essas células,
resultando na morte imunogénica do tumor. (19,87,93,94)

Portanto, € possivel assumir que o sistema imunolégico por meio de seus efetores
celulares e moleculares € parte fundamental da origem, desenvolvimento, e erradicacdo dos
tumores através da coordenacdo de mecanismos que promovem o controle do crescimento
neoplésico. No geral, presume-se que a irradiagdo sobre os tumores seja capaz de criar um
ambiente rico em gatilhos para respostas imunoldgicas que ajudardo as células tumorais a
tornarem-se mais uma vez detectdveis pelas células imunoldgicas efetoras. Assim, € possivel
inferir que, possivelmente, o sucesso da RdT pode também estar associado a sua capacidade de
produzir antigenos contra as células neoplédsicas quando existem remanescentes tumorais

significativos.

1.4 Biomarcadores inflamatorios relacionados ao cancer
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A inflamacdo € a via pela qual o sistema imunoldgico responde a lesdo celular e aos
danos teciduais, sendo ela uma alteracdo fisiologica caracteristica do cancer. (3,5) As
respostas nao-resolutivas no controle do estimulo inflamatério perpetuam os danos teciduais e
podem culminar em alteragdes do material genético através da amplificacdo de sinalizagdes que
contribuem para o surgimento disrrup¢des oncogénicas. (5,74)

Entretanto, a inflamagdo também é um fendmeno associado a terapia antineoplasica. A
irradiagdo terapéutica provoca o rompimento da homeostase da célula e a leva a morte. Durante
esse processo diversos gatilhos para respostas inflamatérias agudas sao exteriorizados e iniciam
eventos imunoinflamatdrios antitumorais capazes de provocar a morte imunogénica do cancer.
(19,95)

Sob a inflamagao atuam proteinas que coordenam e modulam os eventos histolégicos e
bioquimicos caracteristicos do processo. Esses biomarcadores inflamatérios sdo as citocinas,
interleucinas, quimiocinas e fatores de crescimento produzidos pelos mediadores celulares da
inflamacao, dos quais os linfécitos T CD4, T CDS8 e as APCs sdo alguns dos principais atores.
(96)

O tumor em seu microambiente presencia a prevaléncia de respostas inflamatérias do
tipo II, onde ocorrem as tentativas de reparo tecidual e a produgdo de fatores de crescimento, e
no geral, muitos componentes imunoldgicos da inflamacgdo associada ao cancer apresentam
funcdes dualistas, ora contribuindo para a oncogénese, ora contribuindo para a morte

neoplésica. (5,74,97)

1.4.1 Interleucinas

1.4.1.1 Familia da IL-1

A interleucina la e a 1P sdo agonistas de uma familia que também inclui a IL-18. (98)
Ambas sdo pro-inflamatdrias, mas apesar de exercerem funcdes bioldgicas similares, a IL-1a e
a IL-1p possuem apenas 25% de semelhanga estrutural. (99) A IL-la possui um precursor
expresso constitutivamente por todo epitélio gastrointestinal, pulmao, rins, figado, células
endoteliais e astrécitos, o qual € liberado mediante necrose tumoral, além disso ela atua como

alarmina antecedendo uma resposta inflamatdria estéril. (100) A IL-1 por sua vez € produzida
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por mondcitos, macréfagos e células dendriticas em resposta a estimulos como componentes
do sistema complemento e TNFa, necessitando que seu precursor seja clivado pela caspase-1
ativada por DAMPS, atuando como mediadora da imunidade adaptativa e humoral. (98-101)

Assim como outros membros na familia da IL-1, a IL-18 possui uma forma precursora
(pro-IL-18) produzida constitutivamente por mondcitos, macréfagos residentes e células
dendriticas. Para que a ativacdo ocorra € necessario que a pro-IL-18 seja clivada por um
complexo formado pela caspase-1 no inflamassoma NLRP3. (102,103) Dentre suas fungdes
pré-inflamatoérias destaca-se a indug@o da producdo de IFNy em linfécitos Thl, células NK,
linfécitos NK, linfécitos B, células dendriticas e macréfagos, nestas ultimas mediante a
presenca de IL-12. (102)Linfécitos T CD4 indiferenciados expressam receptores para a IL-18,
e ao contato com ela, t€ém sua producao de IL-4 amplificada. (104) No geral, a IL-18 orquestra
respostas imunoldgicas inatas e adaptativas, e a inflamac¢ado mediada por esta interleucina em
conjunto com a IL-1f é um indicativo da presenca de DAMPS no citosol. (102,105)

No que tange o cancer, também existe uma dualidade da atuacdo da IL-18, exercendo
efeitos antitumorais ao incitar respostas citotoxicas das células NK produtoras de IFNy, e em
contrapartida facilitando a proliferacdo neoplésica através da angiogénese. (102,104)

Outro componente dessa familia é a antagonista do receptor da IL-1, a IL-1Ra, cuja
estrutura ¢ homologa a IL-1 e liga-se a0 mesmo receptor, agindo como inibidora competitiva
da IL-1. (106) A IL-1Ra nao possui atividades bioldgicas, porém, através do bloqueio da

sinalizacdo da IL-1, pode contribuir para a reducao do crescimento tumoral e metastase. (107)

1.4.1.21L-4

Assim como a IL-5 e a IL-13, a IL-4 € uma citocina de assinatura dos linfécitos Th2,
produzida também por mastdcitos ativos, linfécitos NK, basoéfilos e eosinéfilos. Ao mesmo
tempo em que ela € pré-inflamatoéria, atuando nas fases finais da inflamacao, ela é determinante
para a diferenciacdo de células efetoras anti-inflamatérias, agindo sobre a polarizagdo de
linfécitos T CD4 prematuros em Th2 e na diferenciacdo de macréfagos para a linhagem
alternativa. Os efeitos celulares da IL-4 sdo mediados principalmente pelo fator de transcricdo
STAT6, que atua sobre a proliferacdo, adesdo e quimiotaxia de mastdcitos e eosinéfilos, bem

como no aumento da expressao de moléculas de adesao como o VCAM-1. Ela também atua
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sobre a diferenciacdo de linfécitos T CDS8, importante efetor celular da erradicacio
imunogénica tumoral. (108—111)

No cancer, as células tumorais sao capazes de produzir IL-4, e apesar da mesma estar
relacionada com a polarizacdo do microambiente tumoral em direcdo a um fenétipo favoravel
a sobrevivéncia do tumor (5,112), a literatura ja a descreveu como indutora de apoptose no
carcinoma de células renais. (113) Além disso, outros efeitos antitumorais da IL-4 reportados
incluem o aprimoramento das respostas antitumorais de macréfagos e indugdo de respostas
antitumorais ap6s administrac¢ao local em linfonodo de drenagem do tumor. (108)

Um estudo com modelo animal elucidou algumas fun¢des antitumorais promovidas pela
IL-4 (114), nele descreve-se a capacidade desta interleucina em provocar uma infiltracao de
eosindfilos e assim induzir respostas citotoxicas contra as células neoplésicas, levando a morte

tumoral sem que haja participacao de outras células imunes.

1.4.1.3 IL-6

A IL-6 € produzida por células imunoldgicas como os linfécitos T, macréfagos,
mondcitos, células dendriticas, linfécitos B e em parte pelos linfocitos Th. O estresse celular e
as lesdes teciduais causadas pela irradiacdo sdo capazes de estimular a producdo dessa
interleucina, produzida através do reconhecimento de moléculas como os DAMPS. (115-117)

A IL-6 atua como elo entre as imunidades inata e adaptativa, e um de seus efeitos
pleiotrépicos € o aprimoramento da expressao de IL-4 por linfécitos T CD4. (5,115,117)Outra
propriedade da IL-6 que enriquece sua atuagdo sobre a polarizacdo dos linfécitos Th € sua
contribuicao na polariza¢do dos Th17 ao reprimir a producao de IFNy pelos linfécitos T CD4.
(115) Sobre os linfocitos B ativados, ela contribui para sua diferenciacao em células produtoras
de anticorpos. (116)

No microambiente tumoral, a IL-6 € descrita como residente mais expressiva, e através
da via de sinalizacdo JAK/STAT, aprimora as capacidades de proliferacao celular, metéstase, e
angiogénese por meio da super-regulaciao de bFGF em células mieloides e endoteliais do tumor.
(118) Além disso, a produgdo de IL-1p, IL-8, GM-CSF e VEGF também ¢ induzida pela IL-6.
(119)
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1.4.1.41L-17

E a interleucina de assinatura dos linfécitos Th17, mas também é produzida por outras
células do sistema imune como os linfocitos T CDS e linfécitos NK. (120) Seu principal efeito
imunolégico € a indugdo da producdo do estimulador de coldnias de granuldcitos, o G-CSF, e
a partir disso promover uma resposta inflamatéria mediada por neutréfilos. (110)

Assim como a IL-1, a IL.-17 atua na ativacao do fator de transcri¢do NF-xB, mediador
crucial da inflamacdo associada ao cancer. (5,121). O NF-kB regula a expressdo de citocinas
pro-inflamatérias e quimiocinas, como a IL-1, IL-6, TNF-a e IL-8, e contribui para o
recrutamento de leucdcitos para o sitio da inflamacdo através da expressao de moléculas de
adesdo. (121) Também existe uma dualidade na atuacdo do NF-kB no cancer, uma vez que sua
ativacdo induz uma super-regulacdo de genes antiapoptose, ao passo que por ser regulador de
respostas imunes inatas e adaptativas, ele pode orquestrar repostas imunes inatas e por

consequéncia levar a morte tumoral. (121,122)

1.4.2 Citocinas

1.4.2.1 TNF-a

O fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) € uma citocina primordial na inflamagao das
respostas imunes inatas e adaptativas e no cancer, tendo recebido seu nome em virtude de sua
capacidade de causar morte tumoral ao provocar trombose dos vasos sanguineos tumorais.
(106,123)

O TNF-a é produzido principalmente por macréfagos e CDs sob estimulo de moléculas
como as DAMPS, e liga-se a dois tipos de receptores, o TNF-RI e o TNF-RII, ambos envolvidos
em respostas imunoinflamatdrias e vias capazes de engatilhar a apoptose. A conexdo do TNF-
o ao seu receptor culmina na ativagdo de fatores de transcri¢io como o ja mencionado NF-«xB.
A apoptose induzida pelo TNF- a ocorre quando a ativagao do NF-«B € dificultada, como nos

casos de estresse metabodlico. (123) Quando ocorre, a ativagdo do NF-kB pelo TNF-a parece
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aprimorar as capacidades de sobrevivéncia do tumor, dificultando a apoptose da célula
neoplésica e coordenando a expressao de outras citocinas pro-inflamatérias(97)

Apesar do TNF- a ter a capacidade de causar necrose hemorragica de tumores quando
€ localmente administrado, e de mediar respostas antitumorais de linfécitos T (124), quando o
TNF- a é produzido pelas células tumorais acaba por contribuir na proliferacdo do neoplasma
ao induzir angiogénese e remodelacdo tecidual, processos histolégicos fundamentais para o
crescimento tumoral (74).

Ainda na familia do TNF, o TRAIL - TNF Related Apoptosis Inducing Ligand — € uma
citocina capaz de induzir a apoptose via mecanismos que culminam na fragmentacdo do DNA,
vesiculacdo da membrana plasmdtica, disrrup¢do do citoesqueleto e catdstrofe metabdlica.
(125) O TRAIL e seus receptores sdo expressos por células efetoras da imunidade inata e
adaptativa, como macroéfagos, células dendriticas e células NK. (126) A ativagdo do NF-xB
também ocorre através da sinalizacdo do TRAIL, e contribui para a invasividade e proliferacdao
celular tumoral, funcdo que ilustra a dualidade da citocina no cancer. Apesar disso, a
administracio do TRAIL na terapia antineopldsica parece ser eficiente e de menor

citotoxicidade em comparag¢do com o TNF-a. (127)

1.4.2.2 TFNy

O interferon gama (IFNy) € a citocina de assinatura dos linfécitos Thl, cuja producio
também ocorre por cé€lulas NK e linfécitos T CD8, sendo o IFNy responsdvel por coordenar a
ativacdo de efetores da imunidade inata e adaptativa. (110)

A interagdo do IFNy ocorre com o tipo II de receptores de interferons, enquanto o
interferon alfa (IFNa) liga-se ao tipo I, ambos podendo ativar a via de sinalizacdo JAK/STATI1
que controla a expressao de genes associados a supressao tumoral e leva a expressao de caspases
e indugdo da expressao da quimiocina IP-10, culminando na reducdo da angiogénese tumoral.
(128-130) O IFNo também pode atuar estimulando a expressao do TRAIL em neutréfilos,
macrofagos, células dendriticas e linfécitos T e B. (131)

Todavia, e assim como diversas outras citocinas, a literatura descreve uma contradi¢dao
na atuacdo desses interferons e ativagdo do STAT1 no cancer, estando a expressao desregulada
desse fator de transcricdo associada a resisténcia radioterdpica. (128,132) Um estudo com

modelo animal utilizando uma linhagem de células de cancer de cabeca e pescoco avaliou que
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apos a exposicao a 40Gy, a sinaliza¢do promovida pelo conjunto IFN/STAT1 concedia protecdo
a morte celular através da irradiacdo. (132)

Um estudo exvivo também encontrou resultados semelhantes em neoplasias renais, onde
o bloqueio da sinalizacdo do STAT1 aumentou a radiossensibilidade do tumor. (133)Outro
estudo também sobre carcinoma renal descobriu que a expressao do STAT1 aumenta também
a resisténcia do tumor a cisplatina, quimioterdpico associado a radioterapia. (134)

O eixo de sinalizagdo IFN/STAT1 tem sua expressdo super-regulada em tumores em
resposta a irradiagdo e isso leva a uma adaptagao evolutiva contra os mecanismos antitumorais
dessa sinaliza¢do, concedendo ao tumor resisténcia aos interferons e a quimiorradioterapia.
Ainda assim, os mecanismos que norteiam a subversao da sinalizacdo dos interferons no cancer

permanece obscuro. (128,134,135)

1.4.3 Quimiocinas

O termo quimiocina deriva de citocina quimiotética, proteinas de baixo peso molecular
estruturalmente caracterizadas e classificadas pela presenca de residuos de cisteina. Elas atuam
basicamente no recrutamento de células hematopoiéticas para os tecidos, ligando-se aos
receptores associados a proteina G. (105,136)

As duas principais subfamilias de quimiocinas diferenciam-se pelo posicionamento dos
residuos de cisteina e dos demais aminodcidos: a CXC — que possui aminodcidos entre os dois
primeiros residuos-; e a CC — que possui aminodcidos ao lado dos dois primeiros residuos. (137)
A classe CXC possui uma subclassificagdo baseada na apresentacdo de trés aminoécidos, o
glutamato, a leucina e a arginina (denominado ELR- motif), e a localiza¢ao desse agrupamento
interfere na funcao bioldgica da quimiocina. (136,138)

Além da modulagdo da movimentacdo de leucdcitos, as quimiocinas exercem outras
funcdes bioldgicas como a angiogé€nese, fendmeno crucial para o desenvolvimento tumoral.
(136,139) As quimiocinas parecem atuar sobre os padrdes de metdstase apresentados por alguns
tipos de neoplasias, em que dependendo do receptor de quimiocina expresso pela célula tumoral
e da quimiocina expressa por determinado tecido, pode-se nortear a disseminacdo neopldsica
em um organismo. (136)

Contudo, algumas quimiocinas também exercem fun¢des angioestdticas dependendo do

receptor que se conecta, como o0 MIG (Monocina Induzida por Interferon), capaz de controlar
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a proliferacdo tumoral. Citocinas como o TNF-a e a IL-1 sdo capazes de estimular a produgdo
de quimiocinas CXC com o agrupamento ELR (angiogénicas) e de quimiocinas CXC sem o
agrupamento (angioestéticas). (136)

O GROa € uma quimiocina da subclasse CXC cujo agrupamento ELR € presente, assim
como a IL-8, e ambas s@o descritas como quimiotaticas de neutrofilos e angiogénicas por meio
da interagdo com o receptor CXCR22, que induz a quimiotaxia de células endoteliais. Os
macréfagos associados ao tumor tém a capacidade de produzir o GROa, e relata-se que sua
expressdo e da IL-8 é super-regulada em alguns tipos de neoplasias, contribuindo para
metéstases de alguns casos. (140-142)

Em contrapartida ao GROa, quimiocinas que carecem do agrupamento ELR, assim
como o MIG, por serem angioestaticas, podem ter efeitos antitumorais. (140,143) O MIG atrai
linfécitos para o sitio da inflamacdo e atua na angioestaticidade ao competir com fatores de
crescimento angiogénicos pela interagdo com os linfocitos. (140)

Na familia das quimiocinas CC hd o MIP-1a, expresso por células como macréfagos,
mondcitos, linfocitos, células NK e neutréfilos. Ele interage com trés receptores: o CCR1 em
mondcitos; o0 CCR4 em linfécitos Th2 e linfécitos Treg; e o CCRS em linfécitos Thl, células
NK e células dendriticas; culminando no recrutamento de mondcitos, macréfagos e neutréfilos
para o microambiente da lesdo. (82,144) Apesar de exercer efeitos antitumorais significantes,
0 MIP-1a pode favorecer o desenvolvimento do neoplasma ao promover uma infiltracdo de
macréfagos e outras células imunossupressoras, facilitando a evasdo do tumor a vigilancia

imunoloégica. (144)

1.4.4 Fatores de crescimento

Fatores de crescimento sdo peptideos capazes de induzir mitose e promover proliferacio
celular, além de atuarem em processos de diferenciacdo celular, migracdo e adesdo. Sao
produzidos por células envolvidas no reparo tecidual e inflamacdo, como fibroblastos,
plaquetas, células endoteliais vasculares etc. (145,146)

O PDGF-BB integra uma subfamilia de fatores de crescimento derivados de plaquetas.
Sao expressos por células endoteliais e ligam-se a receptores de tirosina quinase, atuando como
mitégenos de fibroblastos e células musculares lisas, € no processo de maturagdao de vasos

sanguineos através do desenvolvimento de pericitos. (147) Ademais, a literatura descreve que
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a expressdo de receptores para o PDGF é comum em fibroblastos associados ao tumor e que a
sinalizacdo autdcrina e pardcrina induzida pelo PDGF-BB € uma das vias pela qual o tumor
sobrevive e se desenvolve. (148)

Outro fator de crescimento também capaz de atuar nos processos angiogénicos € o
bFGF, um fator de crescimento de fibroblastos que estimula o desenvolvimento de células
endoteliais. (149,150) Ele interage com a heparina e o proteoglicano de heparan sulfato, que
modula sua ligacao com seu receptor de tirosina quinase e suas atividades celulares. (150) No
cancer, o bFGF estd envolvido na vascularizagdo dos tumores, sendo um preditor de
progndstico ruim para cancer pulmonar. (151,152)

Os fatores estimuladores de coldnias (CSFs) sdo glicoproteinas produzidas por uma
vasta diversidade de células, e que constituem uma classe de fatores de crescimento atuantes
sobre determinadas células hematopoiéticas, estimulando a proliferacao celular e formacao de
colonias. Enquanto o G-CSF controla e regula a formacao de colonias de granuldcitos, o M-
CSF atua sobre macréfagos. A sinalizag@o induzida por esses fatores geralmente € paricrina, e
progenitores de granuldcitos e macréfagos exibem receptores para seus respectivos CSFs nos
estagios de maturacdo celular. Outros efeitos dos CSFs incluem a inibicao de apoptose, a
regulagdo das atividades de fagocitose de neutréfilos, e a produgdo de citocinas por macréfagos.
Em suma, o G-CSF e o M-CSF sdo essenciais para que a demanda por granuldcitos e
macréfagos em situacdes de estresse biologico seja contemplada. (153,154)

Para o cancer, a literatura descreve a atuacdo de fatores como o G-CSF na progressao
tumoral através do recrutamento de neutréfilos para as proximidades do tumor. (155,156) Esse
fator é produzido principalmente por macrofagos, células mesenquimais da medula dssea,
células endoteliais e fibroblastos, e seu respectivo receptor € expresso intensamente por células
mieloides e endoteliais.(156) Observacdes in vitro demonstraram que outra capacidade do G-
CSF sobre a progressao tumoral ocorre regulando a expressao de colagenase do tipo IV por
células tumorais, fato que aprimora as capacidades de invasividade neoplésica. (157)

Em suma, os biomarcadores inflamatérios podem ser descritos como os efetores
moleculares das respostas imunoldgicas, sendo capazes de operacionalizar os mecanismos de
progressdo e supressdo do cancer, bem como indicar a presenca dos efetores celulares das

reacdes imunoinflamatdrias que tangenciam o curso da doenca.



35

2 OBJETIVO

Avaliar as concentragdes de biomarcadores inflamatérios e fatores de crescimento em
pacientes com CCP submetidos a RdT correlacionando com o desfecho clinico pds-tratamento.
Os objetivos secunddrios incluem descrever e comparar os dados demograficos e
clinicos, incluindo os parametros odontolégicos gerais, parametros periodontais e histérico de
manifestacdo de mucosite oral radioinduzida, de modo a controlar potenciais varidveis que

possam interferir nos resultados das comparagdes dos analitos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

Andlise descritiva longitudinal retrospectiva.

3.2 Selecao de pacientes e obtencao das amostras

O presente estudo foi conduzido em pacientes diagnosticados com cancer na regido de
cabeca e pescoco encaminhados pelas equipes de Cirurgia de Cabeca e Pescoco e Radioterapia
do Hospital Universitario Pedro Ernesto para atendimento na Clinica de Pds-graduacdo da
Faculdade de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), entre o
primeiro trimestre de 2018 e o ultimo trimestre de 2019.

Os critérios de selecdo foram: idade superior a 18 anos; tumores situados na regido de
cabeca e pescoco cujo tratamento necessariamente envolveria radioterapia de cabeca e pescoco
(com ou sem quimioterapia adjuvante); e com no minimo seis dentes naturais (excluindo os
terceiros molares). Os critérios de exclusao foram: pacientes em nutricdo parenteral, edentados,
em uso de drogas inibidoras de reabsorcao dssea, submetidos a tratamento odontoldgico em até
seis meses antes do recrutamento, e submetidos a radioterapia ou quimioterapia prévias. Um
total de 48 pacientes foram convidados para o estudo, 32 homens e 16 mulheres.

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitdrio Pedro Ernesto sob o nimero CAAE: 30641020.7.0000.5259. No ato do
recrutamento cada paciente foi orientado a respeito do teor do estudo e dos exames clinicos a
serem conduzidos, e entdo obtinha-se a anuéncia apds leitura do termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) junto ao paciente.

A dose média de radiacdo ionizante recebida por paciente ao final da RdT foi de 67,6
Gy, distribuida em regime fracionado por sessdes didrias em cinco vezes na semana até a soma

da energia total.
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3.3 Exames clinicos

Na consulta inicial todos os pacientes foram submetidos aos exames clinicos extra e
intraorais para identificacio de necessidades de tratamento odontoldgico e obtencdo de
parametros periodontais. A presenca € auséncia de elementos dentdrios, bem como suas
condi¢cdes no momento do exame, foram registradas de acordo com o indice de dentes Cariados
Perdidos e Obturados (CPOD) da OMS.

A avaliacdo periodontal foi executada empregando um exame periodontal de boca
completa. Uma sonda periodontal milimetrada manual (Carolina do Norte 15mm - Hu-
Friedy®, Chicago, IL, Estados Unidos) foi utilizada para sondagem de seis sitios por cada
elemento exceto os terceiros molares (Mésio-vestibular; Vestibular; Disto-vestibular; Médio-
lingual; Lingual; Disto-lingual).

Os parimetros periodontais registrados foram: Indice de Biofilme Visivel (IBV),
avaliado dicotomicamente entre presente ou ausente; Profundidade de Bolsa a Sondagem
(PBS); Indice de Sangramento a Sondagem (ISS), avaliado dicotomicamente entre presente ou
ausente; e Nivel de Insercdo Clinica (NIC).

Os exames também compreenderam as avaliagdes da severidade de mucosite oral
durante todo o periodo de observacdo. Os graus apresentados foram categorizados de acordo
com a classificacdo da OMS(52,158), sendo divididos em: auséncia de mucosite; mucosite leve

ou moderada; e mucosite severa.

3.4 Obtencao das amostras de saliva

Trés amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas de todos os individuos em trés
periodos distintos: na primeira consulta com a equipe odontoldgica (TO); no 25° dia de
radioterapia de cabeca e pescogo (T3); e 35 dias apds o término do tratamento (T5). Antes de
cada coleta os pacientes eram instruidos a absterem-se de alimentos ou dgua durante os 30
minutos que antecediam as consultas, ocorridas geralmente no periodo matutino. Os individuos
também eram orientados que se sentassem com 0s pés apoiados no chio, tronco inclinado para

frente e os cotovelos sobre os joelhos, para que salivassem passivamente dentro de um



38

recipiente estéril durante cinco minutos cronometrados. Ao final do procedimento o fluxo de
saliva produzido era mensurado com o auxilio de uma seringa estéril de 10ml para fins de
registro da sialometria.

O fluido coletado era imediatamente transferido para um tubo de micro centrifuga com
capacidade de armazenamento de 1,5ml contendo 0,10ul de solu¢@o de inibidores de proteases
contendo: 0,1 mmol/L de fluoreto de fenilmetilsulfonilo; 0,1 mmol/L de cloreto de benzetdnio;
10 mmol/L de EDTA; 0,01 mg/ml de aprotinina A; e 0,05 % de Tween 20. Os tubos eram
imediatamente centrifugados por oito minutos sob 8.000 rpm. Ao final da centrifugacdo, os
sobrenadantes eram separados dos detritos sedimentados e transferidos para um microtubo
rosquedvel para subsequente armazenamento em frigorifico -70°C no Laboratério Multiusudrio
de Pesquisas em Imunologia Oral, na Faculdade de Odontologia da UERJ para posterior analise

imunolodgica.

3.5 Intervencoes odontolégicas em funcao da RdT

3.5.1 Fotobiomodulacio via Laserterapia de Baixa Intensidade

Assim como preconizado pela MASCC/ISSO (16), todos os pacientes foram submetidos
a um regime de laserterapia para prevencdo da mucosite oral radioinduzida. As lesdes que se
manifestavam clinicamente foram tratadas também via fotobiomodulacao.

A laserterapia de baixa intensidade foi administrada por um tnico profissional e em
regime didrio antes e durante a RdT, logo apds as sessdes de irradiacdo. Para a prevencao, em
média 53 pontos foram perpendicularmente incididos através do contato direto com o tecido,
distribuidos pelas areas de menor queratinizacdo da boca. Para tratamento, cada lesdo
manifestada foi incidida em cinco pontos, distribuidos em quatro marginais e um central. O

leito tumoral ndo recebeu laserterapia em nenhuma ocasiao.

Duas intensidades foram aplicadas com o aparelho de laser de InGalP (TF Premmier,
Mmoptics LTDA, Sao Carlos, Brasil): a) dose de fluéncia de 25,0)/cm?, 1] por ponto de

incidéncia, com comprimento de onda de 660nm e 100mW de poténcia; b) dose de fluéncia de
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6,2J/cm?, 0,24] por ponto de incidéncia, com comprimento de onda de 660nm e 25mW de

poténcia.

3.5.2 Tratamento odontolégico e periodontal

Ap6s exame odontoldgico e periodontal, os tratamentos necessarios foram executados
antes da RdT com objetivo de controlar sitios de inflamacdo cronica e eliminar focos
infecciosos, de modo a minimizar a incidéncia de complicacdes agudas e cronicas da irradiacdo.

Parte dos participantes foram encaminhados ja portando o laudo de conclusdo do
tratamento odontolégico por profissionais externos. Para o restante dos pacientes foi necessario
planejar e sanar as necessidades de satide bucal seguindo o protocolo de: (1) Instrugcdo de
higiene oral; (2) restauracOes de lesdes cariosas € cervicais ndo-cariosas utilizando cimento
resinoso de iondmero de vidro (Iondmero de Vidro Vitremer); (3) exodontia de dentes com
lesdes periapicais, com lesdes cariosas extensas, inclusos e/ou semi-inclusos, periodontalmente
comprometido com PBS > 7mm, mobilidade grau III, e cuja propor¢cdo de raiz inserida ndao
permitisse uma reabilitagdo protética; (4) tratamento endodontico; (5) adequacdo de bordas e
cuspides cortantes, remocao de aparelhos ortodonticos fixos e proteses mal adaptadas. Todos
os pacientes receberam as orientagdes de higienizag¢ao bucal durante a RdT.

O tratamento periodontal abrangeu a remocao de fatores retentivos de biofilme através
da raspagem subgengival e alisamento radicular, raspagem supragengival, profilaxia com
polimento corondrio, e fluorterapia topica. Para execucdo dos procedimentos, foram utilizados
instrumentos manuais (Curetas Gracey, Mini-Gracey, e McCall Hufriedy®) e aparelho de

ultrassom piezoelétrico (Schuster Sonic Laxis Bp).

3.6 Linha do tempo do estudo

No tempo zero (TO) foram realizados os exames clinicos, avalia¢cOes gerais, orientagdes
e coletas iniciais. Os 15 dias de intervalo entre o TO e o T1 corresponderam o periodo para

resolucao das necessidades de tratamento odontologico dos pacientes necessitantes.
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O tempo um (T1) corresponde ao inicio da radioterapia de cabeca e pescoco e
laserterapia para todos os pacientes. As avaliacoes clinicas das manifestagdes da mucosite oral
radioinduzida foram realizadas nos tempos: dois (T2); trés (T3); quatro (T4) e cinco (T5). O

detalhamento dos procedimentos executados em cada periodo encontra-se na Figura 1.

Figura 1 - Linha do tempo do periodo de observacdo e detalhamento dos procedimentos

realizados durante o estudo

15 dias
T1 T2 T4
Registros Inicio da 15%sessaode  25%sessdode 35 sessdo de 35 dias do
clinicos Radioterapia  Radioterapia = Radioterapia = Radioterapia fm e
Radioterapia
Assisténcia Avaliagdo da  Avaliagdo da  Avaliagdo da  Avaliagdo da
diaria MO MO MO MO
1? coleta de 2% coleta de 32 coleta de
saliva saliva saliva
|
I
70 dias

Fonte: O autor, 2022.

3.7 Analise imunolégica das amostras de saliva

As amostras foram analisadas com o objetivo de quantificar as concentracdes de
biomarcadores inflamatérios e fatores de crescimento nos trés periodos em que houve coletas
de saliva.

Para a andlise, foi realizado um ensaio Multiplex no Laboratério de Tecnologia
Diagnéstica (LATED), BioManguinhos da FIOCRUZ. O experimento mensurou os niveis dos
seguintes analitos nas amostras: IL-1a; IL-1f; IL-4; IL-6; IL-17; IL-18; IL-1Ra; IL-8; GROa;
MIG; MIP1a; IFNa2; IFNy; TNFa; TRAIL; bFGF; GCSF; MCSF; e PDGFBB. O kit utilizado
para o experimento foi o Bio-Plex ProTM Human Cytokine Screening Panel, 48-Plex (Bio-Rad

Laboratories,Inc., Hercules, CA, Estados Unidos) (Figura 2).
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Cerca 50ul de cada amostra foram analisados utilizando o kit em um analisador
multiplex (Bio-plex 200®, Luminex® xMAPTM technology, MiraiBio, Alameda, CA, Estados
Unidos), com o software Xponent 3.1 (Luminex Corporation, Austin, Texas, Estados Unidos)

de acordo com as instru¢des da fabricante.

Figura 2 - Kit Bio-Plex ProTM Human Cytokine Screening Panel, 48-Plex.

Fonte: O autor, 2022.

3.7.1 Preparacio inicial

O mapeamento dos pocos ocupados por cada amostra foi realizado durante os
preparativos para o experimento.

As amostras de saliva foram descongeladas e recentrifugadas a 3.800 rpm, por 10
minutos a -4°C (Fanem® - 280R, Guarulhos, Sao Paulo, Brasil), para remo¢do de possiveis
particulas. Em seguida, os sobrenadantes sem diluicdo foram colocados em microplacas de 96
pocos (Costar, Corning Inc., NY, Estados Unidos) que ndo pertenciam aos Kkits, para facilitar a
pipetagem no momento da montagem das placas de ensaio. Os reagentes dos kits foram

previamente deixados em temperatura ambiente.

3.7.2 O experimento
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O fluxograma do ensaio seguiu de modo idéntico ao descrito no manual de anélise.

Os 96 pogos de cada placa foram pré-umedecidos individualmente com 100ul/poco de
tampdo de ensaio (Assay Buffer). Ap6s 10 minutos, o tamp@o foi removido cuidadosamente,
sob certificagdo de que nenhum residuo permaneceu (invertendo as placas e as secando com
leves batidas em papel absorvente). A reconstitui¢do do controle e do padrao (Standard) foi
realizada adicionando 250 ul do diluente padrao HB (Standard Diluente HB) nos respectivos
frascos. Ambos foram agitados no vortex e incubados no gelo por 30 minutos. Apds esse tempo,
foi realizada uma dilui¢do em série do padrdao, de modo a obter uma curva padrao (Standard
Curve) de oito pontos. Para isso, foram adicionados 0 ul do diluente padrao HB ao tubo S1, e
150ul aos tubos S2-S8 e branco (Blank); foram entdo transferidos 250 pl do padrao
reconstituido para o tubo S1 e depois foi diluido serialmente do S1 ao S8, através da
transferéncia de 50 pl entre os tubos.

As microesferas (Coupled Beads) foram diluidas para a concentragdo de 1x,
adicionando 570ul de microesferas concentradas (10x Beads) a 5.130ul do tampao de ensaio e
agitadas no vortex. Apoés esse preparo, foram adicionados 50 pul/poco de microesferas em todos
os pocos. Em seguida, os pocos foram lavados duas vezes, com 100 pl/poco de tampdo de
lavagem (Wash Buffer) utilizando uma placa magnética de lavagem manual (Bio-Plex
Handheld Magnetic Washer, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, Estados Unidos).

Seguindo o mapa da placa definido anteriormente, foram adicionados aos pogos
correspondentes: Placa 1 e 2 - 50 pl/poco de padrdes pré-diluidos do S1-S8, branco, controles
1 e 2 e amostras de soro nao diluidas. As placas foram cobertas com folhas adesivas e incubadas,
protegidas da luz, em temperatura ambiente por 30 minutos em um agitador orbital digital para

microplaca MTS 2/4 (IKA, Wilmington, NC, Estados Unidos), a 800 rpm.
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Figura 3 - Agitador orbital digital para microplaca MTS
2/4. IKA, Wilmington, NC, EUA.

Fonte: O autor, 2022.

Ap6s a incubagdo, os pocos foram lavados trés vezes com 100 pl/poco de tampdo de
lavagem, utilizando uma placa magnética de lavagem manual. O anticorpo de detec¢do (10x)
(Detection Antibodies) foi ajustado para a concentragdo de 1x, utilizando o diluente de
anticorpo de deteccio HB (Detection Antibody Diluente HB). Para isso, foram adicionados
300ul de anticorpo a 2.700ul de diluente. Apds essa diluicdo, 20 pl/pogo de anticorpos de
detec¢do foram adicionados em todos os pocos e as placas foram cobertas com folhas adesivas
e incubadas, protegidas da luz, em temperatura ambiente com agitacio de 800 rpm por 30
minutos.

Ap6s esse tempo, os pocos foram lavados trés vezes com 100 pl/pogo de tampdo de
lavagem, utilizando uma placa magnética de lavagem manual. A estreptavidina conjugada com
a proteina fluorescente ficoeritrina (SA-PE) (100x) foi ajustada para a concentracdo de 1x,
utilizando o tampdo de ensaio. Foram adicionados 60ul de SA-PE a 5.940ul de tampao de
ensaio. Apds essa diluicdo, foram adicionados 50ul/po¢o de SA-PE em todos os pogos e as
microplacas foram cobertas com folhas adesivas e incubadas, protegidas da luz, em temperatura
ambiente, com agitacdo de 800 rpm por 10 minutos. Em seguida, trés lavagens foram realizadas

com 100ul/poco de tampao de lavagem para remog¢ao dos reagentes nao aderidos.
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Ap0s as lavagens, 100ul/poco de tampao de ensaio foram adicionadas as placas e essas
foram incubadas durante a noite (16-18 horas) a 4°C, protegidas da luz. No dia seguinte, as
placas foram colocadas em um agitador orbital digital para microplaca MTS 2/4, com agitacdo
de 800 rpm, por 10 minutos, para ressuspender o contetido dos pogos. Por fim, as placas foram
lidas em um analisador multiplex (Bio-plex 200®, Luminex® xMAPTM technology, MiraiBio,
Alameda, CA, Estados Unidos) (Figura 4 e 5). As concentracdes das amostras desconhecidas
foram estimadas a partir da curva padrdo, utilizando o software Xponent 3.1 (Luminex
Corporation, Austin, Texas, Estados Unidos) de acordo com as instrucdes do fabricante. Os

niveis dos biomarcadores foram apresentados em quantidade total de picograma por ml (pg/ml).

Figura 4 - Analisador Multiplex Bio-plex 200®, Luminex® conjugado ao software

Fonte: O autor, 2022.
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Figura 5 - Analisador Multiplex Bio-plex 200®, Luminex®.

Fonte: O autor, 2022.

3.8 Avaliacao do desfecho clinico dos pacientes

A andlise imunoldgica supracitada foi realizada ao final do TS5, no ultimo trimestre de
2019, e apods esse periodo os pacientes foram incluidos em um programa de assisténcia
odontoldgica para proservacdo da saide bucal e orientados para que contactassem a equipe no
surgimento de quaisquer ddvidas.

Durante todo o ano de 2020 as medidas de contingéncia do SARS-CoV-2 foram
implementadas, e, portanto, somente houve atendimentos clinicos nos casos de urgéncia. Apos
a amenizacdo das medidas de restricdo, os acompanhamentos clinicos periddicos foram
retomados e foram normalizados integralmente no primeiro trimestre de 2021. Todos os
pacientes foram contactados e convidados a uma consulta de acompanhamento. Devido as
medidas de biosseguranca, os atendimentos precisaram ser diluidos ao longo de 2021. Alguns

participantes optaram por ndo retornar as consultas por causa da pandemia vigente.
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De todos os contactados, 24 foram constatados vivos, e desses, apenas 18 foram
clinicamente assistidos. Os outros seis confirmaram seu estado de saude e foram orientados que
entrassem em contato caso precisassem ou quisessem atendimento. Para esses pacientes, a
média de tempo que compreendeu o intervalo entre o TO até a consulta de retorno foi de 26,5
meses (+5,7), sendo que o tempo minimo que um paciente aguardou foram 17 meses e o
maximo foram 36 meses.

De todos os contactados, para 24 pacientes foi obtida a informacdo de que haviam
evoluido a 6bito. As informagdes foram confirmadas consultando os prontudrios eletronicos do
hospital de origem. Aos que ndo possuiam registro, a familia foi contactada novamente e
questionada a respeito da causa da morte. Todas os falecimentos ocorreram em virtude do
cancer uma vez diagnosticado. O levantamento da mortalidade foi atualizado em junho de 2022,
confirmando o total de dbitos.

A partir disso, foram formados dois grupos em fun¢do da sobrevida: vivos (n=24), e
falecidos (n=24).

No inicio de julho de 2022 as informag¢des dos biomarcadores salivares analisados foram
exploradas de modo a identificar o comportamento dos mesmos e tragar um possivel perfil
imunolégico considerando a sobrevida. Todas as informagdes de todos os pacientes

compuseram um banco de dados que foi importado para um software de andlise estatistica.

3.9 Analise estatistica

Os dados foram importados para o programa IBM SPSS Statistics 26.0 (SPSS, IBM
Corp. New York, USA) e convertidos em varidveis nominais, ordinais e escalares. Os registros
clinicos e as concentragdes dos biomarcadores foram analisados como variaveis escalares. Os
dados demogréficos e informagdes adicionais foram analisados como varidveis nominais €
ordinais.

Para aferi¢ao da normalidade dos dados, o teste de Kolmorgorov-Smirnov com corre¢ao
de Lilliefors foi executado, atestando a distribuicao ndo normal para as informacdes de todos
os biomarcadores nos trés momentos analisados. Os dados de distribuicdo ndo normal foram
representados pelas medianas e intervalos interquartis. Alguns dados demograficos e clinicos
gerais apresentaram distribuicdo normal e foram representados pelas médias aritméticas e

desvios padrdes. O teste Qui-quadrado de Pearson foi executado para afericao de diferencas
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para as varidveis categoricas entre os grupos, incluindo os graus de MO apresentados. Para
todos os testes o nivel de significancia estatistica considerada foi de 5% (p< 0,05), e intervalo
de confianca de 95%.

Os dados periodontais apresentaram distribui¢do nao normal e foram analisados através
do teste de Mann-Whitney para avaliacdo das diferengas intergrupo nos periodos TO e TS5. O
teste de Wilcoxon foi utilizado para a anélise das diferencas intragrupo nos mesmos periodos.

Especialmente para as concentragdes dos biomarcadores inflamatérios e fatores de
crescimento, o teste nao-paramétrico de Friedman para amostras relacionadas foi executado
para testar as diferencas intragrupo ao longo dos trés periodos analisados. Uma andlise post-
hoc por pairwise foi executada para as varidncias que mostraram significancia estatistica
visando identificar o momento em que houve significancia na variacdo, e para ajustar os valores
de p através das correcdes de Bonferroni. O teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis para

amostras independentes testou diferengas intergrupo.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados demograificos

Para controle de possiveis interferéncias que o estado de satde bucal e as alteracdes
orais ocorridas durante a radioterapia pudessem exercer sobre as concentracdes dos
biomarcadores observadas, os individuos foram categorizados de acordo com histérico de
tratamento odontolégico prévio a RdT, estado de saide bucal e periodontal, regime de
laserterapia para prevencao e tratamento de MO, severidade de MO apresentada, e sialometria.

Outras vardveis pertinentes ao estado de saide do paciente também foram testadas (Tabela 1).

Tabela 1 - Nimero de pacientes do sexo masculino; pacientes com histérico de tabagismo e
etilismo; portadores de Diabetes Mellitus e Hipertensao arterial; diagnosticados com

CEC; pacientes submetidos a quimioterapia adjuvante; e regimes de intervencdo

odontoldgica e laserterdpica durante a RdT em pacientes vivos e falecidos.

Variavel Vivos (n=24) F?:f:zi:;) = Valor p

Sexo masculino 16 16 1,0
Histodrico de tabagismo 16 19 0,3
Histérico de etilismo 5 7 0,5
Diabetes Mellitus 4 3 0,7
Hipertensao Arterial 13 8 0,15
Diagnostico CEC 21 24 0,07

Quimioterapia adjuvante 12 20 0,01*

Tratamento odontolégico prévio a
radioterapia 18 1 02
Laserterapia de Baixa 1J il e 0.7
Intensidade 0.244 5 5 ’

Legenda: CEC — Carcinoma de células escamosas
+ Diferenca estatisticamente significante
Fonte: o autor, 2022.
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Foi observada uma frequéncia maior de pacientes submetidos a quimioterapia adjuvante
naqueles falecidos (p=0,01).
Para a sialometria, foi observada uma reducio estatisticamente significante para ambos

os grupos em relacdo ao TO (p=0,000) (Tabela 2).

Tabela 2 - Média (+DP) da idade, dose de radiagdo, sialometria no TO e TS5, e

CPOD em pacientes vivos e falecidos.

Variavel Vivos Falecidos
(n=24) (n=24)
Idade média 54,7+ 11,8 57,8 9,0 0,3
Dose de Radiacao (Gy) 68,2 £ 3,8 67,0 £ 3,9 0,8
Sialometria TO (ml/min) 0,42+0,26 0,40 £ 0,31 0,6

Sialometria T5 (ml/min) 0,14 +0,22%¢ 0,16 +0,20% 0,9

CPOD 18,6 £5,9 21,2+75 0,6

Legenda: CPOD — Dentes cariados perdidos ou obturados
# redugdo estatisticamente significante em relacéo ao TO
Fonte: O autor, 2022.

4.2 Dados periodontais

Para os dois grupos, houve um aumento estatisticamente significante da porcentagem
de sitios com profundidade de bolsa (PBS) < 3mm, bem como uma redugdo estatisticamente
significante dos sitios com PBS > 6mm. Para os sitios com nivel de insercao clinica (NIC) <
3mm também se observou um aumento estatisticamente significante, ao passo que houve uma
reducdo estatisticamente significante dos sitios com nivel de insercdo clinica > 6mm. Nao
foram observadas diferengas intergrupo quanto aos parametros periodontais e evolugdo clinica

(Tabela 3).



Tabela 3 - Mediana e intervalo interquartil dos pardmetros periodontais no TO e T5.

Vivos

Falecidos

Variavel Periodo (n=24) (n=24) Valor p
To 72,5 (32,4) 75 (22,7) 0,4
IBV (%)
T5 41 (27)* 46 (43)* 0,9
p= 0,000 p=0,000
To 51 (33,7) 42,8 (43,8) 0,3
ISS (%)
T5 35,4 (25)* 28,5 (20)* 0,5
p=0,000 p=0,002
To 85,5 (24) 84,5 (27) 0,6
PBS <3 mm (%)
T5 86,5 (23)* 88 (12)* 0,3
p= 0,001 p= 0,001
To 14,5 (14) 13 (11) 0,3
PBS 4-5 mm (%) T5 13 (18) 12 (10) 0,2
p=0,7 p=0,06
To 2 (6) 1,50 (10) 0,5
PBS 26 mm (%) 15 00 0 (1)* 07
p=0,003 p=0,001
To 49 (44) 51 (37) 0,7
NIC =3 mm (%) 5 61 (44)* 58 (39)* 07
p=0,003 p=0,002
To 27 (22) 31 (23) 0,8
NIC 4-5 mm (%) 5 28 (30) 33 (23) 0,6
p=0,1 p=0,1
To 15 (26) 19 (16) 0,3
NIC 26 mm (%) TS5 5 (24)* 13 (17)* 0,2
p=0,008 p=0,01

Legenda: *Alteracio estatisticamente significante em relagdo ao TO.

Fonte: O autor, 2022.
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4.3 Avaliacio da severidade de mucosite oral radioinduzida

Em nenhum dos trés periodos constatou-se diferencas entre as severidades das lesdes;
portanto, a manifestacdo de MO foi igual para ambos os grupos e ndo interferiu estatisticamente

nas comparacdes dos niveis dos biomarcadores inflamatdrios e fatores de crescimento.

Gréfico 1 - Gradagdo da Mucosite oral no periodo T2 para ambos os grupos (n=48):

porcentagem de pacientes apresentando Auséncia de mucosite; Mucosite leve

ou moderada; ou Mucosite Severa

Gradagao da Mucosite Oral

T2
] Auséncia
I Leve ou Moderada
B Severa

14

Contagem

22,92% 22,92%

Falecidos

Fonte: O autor, 2022.



Grifico 2 - Gradagdo da Mucosite oral no periodo T3 para ambos os grupos (n=48):

porcentagem de pacientes apresentando Auséncia de mucosite; Mucosite leve

ou moderada; ou Mucosite Severa.

Gradagao da Mucosite Oral

20 T3
18 I Auséncia

‘ M Leve ou Moderada
16 M Severa

Contagem

Falecidos

Fonte: O autor, 2022.



Grifico 3 - Gradacdo da Mucosite oral no periodo T4 para ambos os grupos (n=48):
porcentagem de pacientes apresentando Auséncia de mucosite; Mucosite leve

ou moderada; ou Mucosite Severa.

Gradagao da Mucosite Oral

14 T4

7 Auséncia

¥ Leve ou Moderada
12 M Severa

Contagem

Falecidos B p= 0,1
Fonte: O autor, 2022
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Grifico 4 - Gradacdo da Mucosite oral no periodo TS para ambos os grupos (n=48):
porcentagem de pacientes apresentando Auséncia de mucosite; Mucosite

leve ou moderada; ou Mucosite Severa.

Gradagao da Mucosite Oral

T5

I Auséncia
[ Leve ou Moderada

14

12

10

43,75% 43,75%

Contagem

Falecidos Vivos p=1,0

Fonte: O autor, 2022.

4.4 Média de tempo de sobrevida apos o T3

As informacdes de sobrevida dos pacientes foram coletadas de mar¢o de 2021 até junho
de 2022, e as andlises retrospectivas em funcio da mortalidade foram executadas em julho de
2022. A maioria dos 6bitos ocorreu durante o primeiro ano apds a primeira coleta de saliva

(Grafico 5).

Tabela 4 - Média de tempo de sobrevivéncia em relagdo ao TO (+DP)

para os pacientes falecidos.

Tempo do TO Tempo Tempo
Média de tempo

ao obito minimo maximo

3 meses 11, 5 meses (£ 8,1) 32 meses

Fonte: O autor, 2022.
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Grifico 5 - Frequéncia de 6bitos em fun¢do do TO

Tempo médio da coleta incial da amostra ao dbito (%)

= 68% dos dbitos em periodo menor que 12 meses pds-coleta

32% dos 6bitos em periodo maior que 12 meses pds-coleta

Fonte: O autor, 2022.

4.5 Sitio do tumor primario

Enquanto para os falecidos o sitio anatdbmico mais frequente foi a lingua (37,5%), para
os vivos foi a laringe (16,7%) (Gréficos 6 e 7).

Griéfico 6 - Frequéncia das lesdes por sitio anatdmico nos falecidos (n=24)

Falecidos - Sitio anatémico da lesdo (n=24)

Epiglote
Trigono retromolar
Nasosinusal
Cordas vocais
Orofaringe
Lingua
Cervical
Laringe
Amigdala
Palato
Mandibula

o
=
N
w
AN
w
[e)]
~
oo
o
)

Fonte: O autor, 2022.



56

Griafico 7 - Frequéncia das lesdes por sitio anatdmico nos vivos (n=24)

Vivos - Sitio anatomico da lesao (n=24)

Faringe | J

Labio | |

Submandibular | J

Parétida | |

Valécula | |

Cordas vocais | |

Orofaringe | |

Lingua | |

Cervical | |

Laringe | J

Amigdala | |

Palato | J
Mandibula | |

Fonte: O autor, 2022.

4.6 Analise dos biomarcadores salivares

4.6.1 Interleucinas pré-inflamatdrias

A andlise retrospectiva da variacao da concentracao das interleucinas pré-inflamatdrias
nos trés periodos mostrou que no grupo dos pacientes vivos houve variincias estatisticamente
significantes para todas as interleucinas analisadas (Tabela 5). Os biomarcadores que
apresentaram um padrdo de alteracdo dos niveis formado pelo aumento estatisticamente
significante seguido pela reducdo estatisticamente significante foram a IL-1p3, IL-4, IL-6, IL-17
e IL-18. Nenhuma interleucina apresentou significancia em sua variagdo para o grupo dos
pacientes que faleceram. Para a IL-4 constatou-se uma diferencga estatisticamente significante

entre os grupos no T5.



Tabela 5 - Interleucinas pré-inflamatdrias salivares nos periodos TO, T3 e TS em pacientes

vivos e falecidos.

Biomarcador (pg/ml) Periodo Vivos Falecidos Valor p
(n=24) (n=24)
TO 18,9 (236,3) 61,7 (336,7) p=0,8
IL-1a T3 170,8 (162,8) * 205,9 (258,2) p=0,6
T5 28,1 (135,4) 43,6 (167,8) p=0,5
Variancia (p=valor) p=0,008 p=0,7
TO 7,3 (81,8) 2,8 (82,8) p=0,7
IL-1B T3 82,5 (241,2) * 21,4 (89,9) p=0,2
T5 5,5(19,2) A 7,3 (31,2) p=0,1
Variancia (p=valor) p=0,008 p=0,3
TO 0,7 (0,1) 0,7 (0,4) p=0,2
IL-4 T3 0,9(04)* 1,0 (0,8) p=0,9
T5 0,5(0,3) A 0,7 (0,6) p=0,05*
Variancia (p=valor) p=0,001 p=0,3
ToO 11,4 (72,3) 1,8 (350,7) p=0,7
IL-6 T3 106,4 (547,6) * 16,0 (137,1) p=0,07
T5 1,7 (12,1) A 3,6 (41,3) p=0,2
Variancia (p=valor) p=0,001 p=0,1
TO 1,5 (2,1) 1,5 (2,9) p=0,5
IL-17 T3 32(1,4)* 3,2(2,9) p=0,8
T5 1,0 (1,3) A 1,6 (3,3) p=0,3
Variancia (p=valor) p=0,002 p=0,1
TO 9,2 (47,2) 3,1(62,8) p=0,9
IL-18 T3 43,5 (42,6) 25,9 (42,3) p=0,3
T5 8,6 (14,9) A 10,0 (28,4) p=0,5
Variancia (p=valor) p=0,03 p=0,5

Legenda: *aumento estatisticamente significante A reducio estatisticamente significante
¢ diferenca estatisticamente significante intergrupo.

Fonte:O autor, 2022



4.6.2 Interleucina anti-inflamatoria & Quimiocinas
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Nao houve diferengas estatisticamente significantes entre os grupos € na variagio

intragrupo da concentra¢do da tinica interleucina com propriedades anti-inflamatdrias avaliada.

(Tabela 6).

Tabela 6 - Interleucina anti-inflamatdria salivar nos periodos TO, T3 e TS em pacientes vivos

e falecidos.

. Vivos Falecidos
Biomarcador (pg/ml) Periodo Valor p
(n=24) (n=24)
T0 3291,6 (8509,2) 2306,2 (8744,5) p=0,6
IL-1Ra T3 7454,4 (7550,0) 4513,9 (7388,8) p=0,1
T5 3437,8 (3000,7) 2757,3 (7413,6) p=0,9

Variancia (p=valor)

p=0,06

p=0,5

Fonte: O autor, 2022
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Dentre as quimiocinas pode ser observada uma redugdo estatisticamente significante

para o GROa em relag@o ao T3 e ao TO, e para o MIG em relagdo somente ao TO (Tabela 7).

Tabela 7 - Quimiocinas salivares nos periodos TO, T3 e T5 em pacientes vivos e falecidos.

. ) Vivos Falecidos
Biomarcador (pg/ml) Periodo p=valor
(n=24) (n=24)
TO 176,8 (767,7) 84,4 (1499,0) p=0,8
IL-8 T3 900,7 (1761,23) 461,8 (826,4) p=0,2
T5 130,5 (211,6) 174,9 (473,8) p=0,3
Variancia (p=valor) p=0,06 p=0,06
T0 736,9 (650,5) 649,2 (194,9) p=0,9
GROa T3 1063,5 (1683,0) 393,6 (1009,3) p=0,3
T5 279,7 (420,0) A% 357,9 (730,4) p=0,6
Variancia (p=valor) p=0,01 p=0,6
T0 1156,9 (1976,3) 1325,3 (8770,3) p=0,06
MIG T3 1438,6 (2678,8) 572,6 (2873,5) p=0,4
T5 350,6 (566,8) A¥ 616,2 (1565,2) ¥ p=0,1
Variancia (p=valor) p=0,000 p=0,6
T0 1,1 (1,2) 0,65 (0,5) p=0,5
MIP1a T3 4,0 (9,3) 4,5 (7,7) p=0,9
T5 0,65 (0,7) 0,7 (0,6) p=0,5
Variancia (p=valor) p=0,06 p=0,07

Legenda: A reducdo estatisticamente em relagdo ao T3

# reducdo estatisticamente significante em relacio ao TO.

Fonte: O autor, 2022

4.6.3 Citocinas pro-inflamatdrias

Sobre as citocinas pro-inflamatdrias, a andlise mostrou que no grupo dos pacientes vivos

houve variancias estatisticamente significantes para as citocinas IFNa2, TNFa e TRAIL, esta

ultima apresentando somente uma reducao significante em relacio ao TO. O grupo dos pacientes
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falecidos mostrou significancia na variacdo do IFNa2 e IFNy, ambas somente com aumento

significante em relagdo ao TO. O TNFa também apresentou concentragdo estatisticamente

menor no grupo dos vivos no TS5 (Tabela 8).

Tabela 8 - Citocinas pré-inflamatérias salivares nos periodos TO, T3 e TS em pacientes vivos

e falecidos

Biomarcador (pg/ml) Periodo Vivos Falecidos Valor p
(n=24) (n=24)
TO 3,7 (3,7) 3,7 (5,2) p=0,8
IFNa2 T3 8,2(33) " 7,7(56)* p=0,8
T5 3,7 (2,5) A 43 (4,3) p=0,1
Variancia (p=valor) p=0,004 p=0,03
To 29,4 (27,3) 27,1 (32,6) p=0,65
IFNy T3 43,1 (35,8) 49,9 (37,0) * p=0,62
T5 31,9 (16,7) 32,5 (22,2) p=0,65
Variancia (p=valor) p=0,1 p=0,02
TO 3,7 (11,3) 3,5 (12,3) p=0,9
TNFa T3 14,7 (53,9) * 11,6 (21,0) p=0,3
T5 2,6 (2,7)A 6,8 (10,7) p=0,02*
Variancia (p=valor) p=0,000 p=0,09
TO 160,0 (200,9) 153,7 (373,4) p=0,6
TRAIL T3 1445 (247,1) 136,9 (98,9) p=0,9
T5 103,9 (41,6) ¥ 126,7 (139,7) p=0,06

Variancia (p=valor)

p=0,01

p=0,09

Legenda: * aumento estatisticamente significante

A redugio estatisticamente em relacio ao T3

# redugdo estatisticamente significante em relacio ao TO
¢ diferenca estatisticamente significante intergrupo

Fonte: O autor, 2022.
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O fator de crescimento bFGF apresentou variagdo com aumento estatisticamente

significante em relacdo ao TO somente para os vivos. O GCSF apresentou variacdo com

reducdo significante em relacdo ao T3, também somente nos vivos, além de mostrar

diferenca estatisticamente significante entre os grupos no TS (Tabela 9).

Tabela 9 - Fatores de crescimento salivares nos periodos TO, T3 e TS em pacientes vivos e

falecidos.
Biomarcador (pg/ml) Periodo Vivos Falecidos Valor p
(n=24) (n=24)
TO 8,4 (5,8) 9,3 (3,4) p=0,3
bFGF T3 13,2 (8,1) * 12,8 (9,2) p=0,5
T5 7,9 (5,1) 8,9 (7,0) p=0,1
Variancia (p=valor) p=0,02 p=0,2
TO 56,9 (74,3) 49,9 (356,22) p=0,2
GCSF T3 92,5 (412,6) 81,1 (252,5) p=0,1
T5 37,8 (29,6) A 60,4 (82,8) p=0,04*
Variancia (p=valor) p=0,01 p=0,4
TO 6,9 (98,0) 1,5 (100,7) p=0,6
MCSF T3 16,1 (37,6) 13,2 (35,2) p=0,4
T5 3,0 (11,8) 4,7 (38,9) p=0,1
Variancia (p=valor) p=0,06 p=0,2
TO 17,3 (16,0) 17,3 (17,4) p=0,3
PDGFBB T3 30,1 (26,0) 26,0 (38,7) p=0,9
T5 17,3 (21,7) 23,1 (68,6) p=0,2
Variancia (p=valor) p=0,07 p=0,4

* aumento estatisticamente significante

A reducdo estatisticamente em relagdo ao T3

¢ diferenca estatisticamente significante intergrupo

Fonte: O autor, 2022



62

5 DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar as variacdes de biomarcadores inflamatorios e
fatores de crescimento em pacientes com CCP submetidos a RdT, correlacionando com a
sobrevida registrada. Os resultados nos pacientes vivos indicaram que para a maioria dos
marcadores ocorreu um aumento significativo no T3, seguido de uma reducao significativa no
TS.

A mortalidade dos pacientes foi o fator de agrupamento dos individuos desta pesquisa.
Os dados referentes a data de falecimento bem como a confirmagdo de que o 6bito ocorreu em
virtude do cancer foram precisamente recuperados pelos registros hospitalares ou através de
contato com familiares. Assim, na conclusdo da atualizac¢do dos estados de satde formaram-se
dois grupos distintos contendo 24 pacientes constatados vivos, € 24 pacientes falecidos
confirmados. A partir disso, todos os dados demogréficos, clinicos e das concentracdes dos
biomarcadores foram divididos entre os grupos e analisados estatisticamente, objetivando tragar
um perfil imunolégico de resposta imunoinflamatéria e correlaciond-la com o desfecho do
paciente apds o periodo de acompanhamento.

As respostas imunoldgicas por meio de seus efetores celulares e moleculares sdo
importantes regentes dos processos envolvidos na oncogénese e na terapia radioativa. (19,71)
Clinicamente a observacdo desses fendmenos ocorre através de métodos laboratoriais
consolidados, como a andlise imunoldgica da saliva ndo estimulada, que carrega a funcdo de
ilustrar o estado de um organismo sob determinado contexto fisioldgico, patoldgico ou
terapéutico. (159,160)

Em comparacdo com a saliva, o plasma sanguineo pode nio ser o melhor método para
leitura do perfil imunoinflamatério do microambiente tumoral, considerando que a
concentracdo de seus biomarcadores circulantes sofre interferéncia da satde sist€émica do
paciente, o que dificulta que o perfil de proteinas plasmdticas represente as caracteristicas
celulares do tumor. (26,161) Além disso, a saliva possivelmente € mais sensivel na deteccao de
citocinas em andlises bioquimicas do tipo Luminex. (162) Assim, considerando o potencial
desse fluido em descrever a imunologia do microambiente tumoral (26,28,29,163), € provavel
que as concentracdes dos analitos observadas neste estudo tenham espelhado os processos

celulares ocorridos nele.
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A literatura se mostra escassa quando se trata de estudos que monitoram os niveis
salivares de citocinas, quimiocinas e outros produtos celulares durante o tratamento
radioterdpico de cabeca e pescoco, e os estudos existentes, em sua maioria, ndo associam esses
niveis com as caracteristicas da doenca ou do tratamento. Ainda assim, € nitido que existe um
esfor¢o cientifico em encontrar biomarcadores com especificidade para o CCP visando o
diagndstico da doencga.

Nesse sentido, uma revisao sistematica visando determinar a capacidade diagndstica de
biomarcadores salivares para o CCP, compilou estudos que abordaram o potencial de uma
variedade de citocinas, proteinas, dcidos nucleicos e metabolitos para tal. (164) Dos 37 produtos
celulares estudados nos estudos revisados, a IL-8 foi a tnica citocina que demonstrou um
excelente DTA (Diagnostic Test Accuracy), e foi o biomarcador com maior frequéncia de
avaliacdo dentre as publicacoes.

Um estudo observacional com um escopo semelhante ao presente estudo monitorou a
variacdo de concentragdo de oito citocinas salivares no curso da RdT. (26) A pesquisa incluiu
apenas 11 pacientes cujos tumores estavam localizados na cavidade oral, orofaringe, laringe e
hipofaringe sob IMRT. As amostras foram coletadas com o auxilio de uma esponja oftdlmica e
em quatros momentos da RdT, ao acimulo de 10Gy, de 20Gy, e de 30Gy. Um critério
interessante utilizado no estudo foi a selecdo de dreas cuja incidéncia de radiacdo foi maior -
area proxima do tumor-, e dreas de menor incidéncia de radiacdo, parametros possiveis por
conta da tecnologia de entrega da energia utilizada no estudo. Como resultado, houve uma
tendéncia para o aumento de IL-8, IL-6, MCP-1 e TNF-a consonante ao acimulo de energia,
apontando para a existéncia uma possivel reacdo inflamatéria aguda induzida pela RdT.

Uma revisdo integrativa (165) compilou pesquisas cujos objetivos foram quantificar os
niveis de citocinas salivares de pacientes com CCP sob radioterapia. Os resultados da revisao
descrevem o aumento de concentracdo de citocinas pré-inflamatérias, como a IL-1, IL-8, IL-6
e o TNF-q, durante e apds a RdT, e a esse aumento de concentracdo alguns autores atribuem os
efeitos estomatotéxicos do tratamento. (166,167)

Conhecendo as alteragdes orais inerentes a RdAT de cabeca e pescoco € o manejo
terapéutico que elas exigem nas fases pré e pés-tratamento, para fins de controle das varidveis
que pudessem influenciar a leitura e interpretacdo dos niveis dos analitos no presente estudo,
os pacientes foram categorizados de acordo com o regime de tratamento odontolégico recebido

antes da RdT, bem como pela dose de fluéncia recebida na terapia de fotobiomodulacao.
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No grupo dos pacientes sobreviventes (n=24), 18 foram submetidos ao tratamento
odontoldgico sob protocolo da instituicdo de origem, enquanto 14 do grupo dos falecidos
(n=24) receberam o mesmo protocolo. Os outros pacientes receberam tratamento odontolégico
via institui¢ao externa. Efetuando o teste qui-quadrado, ndo houve diferenca estatistica para a
varidvel tratamento odontoldgico (p=0,2). Esse fato pode ser complementado pela evolucao dos
parametros periodontais registrados, onde ndo houve diferencas estatisticas em nenhum dos
momentos de afericao, para nenhum dos grupos.

Tendo em vista a alta prevaléncia de mucosite oral atrelada a RdT, os testes estatisticos
categéricos mostraram que os grupos apresentaram graus de mucosite iguais em todos os
periodos. Na mesma linha, para a preven¢do e controle da MO, 16 pacientes do grupo dos
sobreviventes receberam 1J de dose na terapia de fotobiomodulacdo e 8 receberam 0,24],
enquanto 15 dos falecidos receberam 1J e 9 receberam 0,24]. Apesar de dois protocolos terem
sido aplicados, ndo se verificou diferencas estatisticas para a varidvel terapia de
fotobiomodulagdo (p=0,7).

A andlise exploratdria dos niveis dos biomarcadores permitiu tragar um perfil primitivo
de resposta imunoinflamatéria durante o tratamento radioterdpico. No TO e T3, os grupos eram
estatisticamente idénticos no que tange as concentragdes observadas. Apenas no TS observou-
se uma diferenca estatistica para a [L-4, TNF-o e GCSF, estando respectivamente a interleucina,
a citocina e o fator de crescimento com niveis mais elevados no grupo dos pacientes falecidos,
indicando uma possivel dificuldade desse grupo em resolver processos inflamatérios que
persistiram ap6s a RdT, o que enaltece uma provavel incompeténcia imunoldgica prevalecente
nesses pacientes.

Para as interleucinas pré-inflamatdrias, a andlise de concentragdo dos trés periodos
mostrou uma variancia significante unicamente para o grupo dos sobreviventes. Enfatizando
dentre elas a IL-1f3; IL-4; IL-6 e IL-17; cuja variacdo mostrou um padrdo de aumento de
concentracdo estatisticamente significante no intervalo TO a T3; seguido de uma reducgdo
igualmente significante do T3 ao T5. Todas essas interleucinas mantiveram o aumento €
reducdo estatisticamente significante mesmo ap0s as corre¢des de Bonferroni para o teste de

Friedman.
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Esse aumento dos niveis visto no T3, levando em conta os efeitos imunoldgicos da
irradiacdo mencionados pela literatura (19) pode ser uma assinatura da intensa atividade de
células imunes efetoras, como as células dendriticas, linfocitos T CDS8 e linfécitos NK, no
microambiente tumoral, considerando que a IL-1a, IL-1 e IL-6 sdo produzidas também pelas
células dendriticas, e a IL-17 e IL-4 podem ser produzidas por linfécitos T CD8 e NK.
(100,101,108,109,115,117,120). Para o grupo dos pacientes falecidos, a estase na variagao dos
biomarcadores pode ser reflexo da menor reatividade imunoldgica neles, o que enaltece uma
possivel fun¢do primordial da imunocompeténcia na erradicagdo dos tumores, uma vez que,
através da andlise retrospectiva, a variacdo da concentracdo dos biomarcadores foi a principal
diferenca constatada entre os grupos.

Em relacio ao padrio de resposta dos linfocitos Th, os resultados mostraram
significancia na variacao da citocina de assinatura dos Th2 , a IL-4 (108), e dos Th17, a IL-17
(168), nos pacientes que sobreviveram; enquanto o IFNy, citocina de assinatura dos Thl,
conhecidos por dotarem capacidades antitumorais, ndo apresentou significncia na variagdo.
(5) Com base nisso, pode-se supor que nao houve prevaléncia de resposta de um subtipo de Th,
e que apesar da IL-4 estar associada ao subtipo com capacidades pro-tumorais, evidéncias com
modelo animal mostram sua capacidade em mediar a morte celular neopldsica através de
eosindfilos. (114)

Diversos eventos micro inflamatérios que ocorrem durante a terapia radioativa podem
elucidar a interferéncia do sistema imunolégico no controle do cancer. O presente estudo
fornece evidéncias que apontam para a existéncia de uma atividade imunoinflamatéria atrelada
as respostas ao tratamento antineopldsico. A atuacdo individual de cada biomarcador pode
representar uma variedade de processos distintos. Por exemplo, Khodarev et al. (128)
observaram que uma superexpressdo da via ativada pelo conjunto IFN/STATI concede
radiorresisténcia as células tumorais, bem como resisténcia aos efeitos citotoxicos dos INFs. O
autor propoe que a superexpressdo da via IFN/STAT1 contribui para a resisténcia a terapia
antineoplésica e aumenta a probabilidade de metastiza¢do da doencga. No presente estudo o IFNy
foi a dnica citocina que apresentou variacdo estatisticamente significante para o grupo dos
pacientes falecidos (p=0,02). Isso pode indicar a presenga do mesmo fendmeno observado por

Khodarev et al. (128)
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Dentre todos as citocinas, o comportamento do TNFa € o que melhor representa o perfil
imunolégico associado a sobrevida. Uma de suas funcdes no processo de imunoedi¢do €
aprimorar a apresentacao de antigenos tumorais as células imunoldgicas efetoras (20). No grupo
dos sobreviventes seus niveis aumentaram significativamente, e apés a RdT estavam em
concentracdo menor que a observada antes da RdT, indicando que a concentracao do TO pode
ter tido contribui¢do do microambiente tumoral, e a concentracdo do T5 pode estar associada
tanto a resolucdo da inflamacao ao se comparar com o T3, quanto a erradicacdo tumoral ao se
comparar ao TO. Além disso, em conjunto com a IL-4, o TNF-a foi a tinica citocina que mostrou
diferenga entre os grupos no TS5 (p=0,02), estando seus niveis estatisticamente menores no
grupo dos sobreviventes. Isso ratifica e exemplifica como o monitoramento do perfil
imunolégico através da saliva pode ser fornecer informagdes cruciais a respeito da resposta a
terapia antineopldsica.

Neste estudo, a variacao da concentracdo dos biomarcadores sob influéncia da RdT foi
capaz de formar uma curva limitada por um limiar de reacdo a irradiacdo e um limiar de
resolucao de inflamagao, e os individuos que ultrapassaram, sobreviveram. Os biomarcadores
que apresentaram variacdo que superou os limiares, ou seja, aumentaram e reduziram seus
niveis de modo significativo, e mantiveram-se significativos mesmo apds os ajustes post-hoc,
foram: IL-1B, IL-4, IL-6, IL-17, IFNa2 e TNF-a. Em contrapartida a esse padrio,
interessantemente os niveis da quimiocina MIG reduziram do TO ao T3 no grupo dos falecidos
(p=0,06). A literatura descreve essa quimiocina como dotada de efeitos antitumorais devido a
sua capacidade em promover angioestaticidade, além disso, ela € capaz de atrair linfécitos para
sitios inflamatdrios, e isso corrobora para a hipétese de que existe uma provavel associa¢io
entre uma resposta imune eficiente € uma melhor resposta a RdT. (136,140,143) Para os
biomarcadores que apresentaram significincia em algum momento da variacdo, mas nao
necessariamente o padrao supracitado, a explicagao pode estar sobre o niimero de participantes
relativamente pequeno.

O presente estudo foi conduzido com base em um banco de informagdes coletadas dos
pacientes e oriundas das andlises imunoldgicas das amostras de saliva, logo, o planejamento
para a pesquisa foi retrospectivo, sem que houvesse calculo amostral prévio. Assim, o nimero
de participantes pode ndo ter sido suficiente para acusar diferengas estatisticamente
significantes em algumas comparacdes. Avaliando o poder da amostra através do software G-
Power, fornecendo o niimero de participantes pesquisa e o valor de erro a, o cdlculo resulta em
um poder de 70% e consequentemente valor de erro B em 30%. Isso indica que aumentando a

amostra para 65 participantes, poderemos observar diferencas estatisticamente significantes que



67

aqui ndo ficaram evidentes. Ademais, o fato de que biomarcadores como o TNF-a e a IL-4
terem sido sensiveis o suficiente para acusar diferencas entre grupos apesar do poder da
amostra, evidencia suas capacidades de representar o perfil imunol6gico esperado durante o
tratamento radioterdpico. Estudos futuros para validar os resultados desta pesquisa deverao
realizar o cdlculo amostral também com base na mortalidade da doenca investigada.

Outra limitagcdo deste estudo foi a dificuldade em se recuperar algumas informagdes
sobre o estadiamento e extensdo do tratamento cirdrgico do CCP. Sabe-se que inicialmente 22
pacientes estavam em estdgio clinico III, e nenhum dos participantes encontrava-se no estagio
IV, ou seja, sem metdstase detectada. A mortalidade do CCP observada neste estudo (50%)
pode estar associada ao estidgio avancado em 46% dos pacientes. Além disso, a propor¢ao
estatisticamente maior de pacientes que foram submetidos a quimioterapia adjuvante no grupo
dos falecidos endossa a presenca de pacientes com estigios mais avancados nele. Uma
informacdo precisa do estadiamento poderia complementar as interpretacdes acerca das
variagdes ndo significativas no grupo dos falecidos e ajudar a elaborar um padrao de variagcdo
com base no estadiamento clinico.

A testagem para detec¢do do HPV nos tumores dos pacientes no presente estudo nao foi
realizada em virtude dos protocolos de diagndstico preconizados pelo centro de onde os
pacientes foram recrutados. Um estudo conduzido por Chung et al (41) estabeleceram que a
deteccao do HPV-16 pode representar um prognéstico mais favoravel para carcinomas de
células escamosas, principalmente quando localizados na orofaringe. Na mesma linha, Argiris
et al (42) acrescentam que o diagnéstico de um CCP HPV-16 positivo também estd associado
com uma menor recorréncia de metdstases e uma mediana de sobrevida estatisticamente mais
longa em comparacdo com os HPV negativos (p=0.014). Nesse sentido, diferenciar os
diagnosticos de CCP com base da detec¢do da cepa viral pode contribuir também para o
direcionamento de modalidade terapéutica antineoplasica de menor intensidade e toxicidade.

(43).
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo evidenciaram a existéncia de uma variagdo
estatisticamente significante dos niveis dos biomarcadores inflamatérios em funcdo da
radioterapia nos pacientes de cincer de cabeca e pescoco sobreviventes apds o tratamento.
Especialmente para os analitos: IL-1p, IL-4, IL-6, IL-17, IFNa2 e TNF-a, cuja alteragdo de suas
concentracoes formaram uma curva significativamente ascendente entre o TO e T3 e
significativamente descendente entre o T3 e T5. Nenhum dos pacientes falecidos apresentou
esse mesmo padrdo de significancia no aumento e redu¢do da concentracdo dos biomarcadores
durante a RdT.

Ainda que o presente estudo apresente limitagdes metodoldgicas, as observagdes aqui
descritas fornecem indicios de uma possivel imunorreatividade associada a eficicia da RdT e
que pode contribuir para o melhor desfecho do paciente apds o tratamento antineopldsico.
Sobretudo, os resultados precisam de validacdo em estudos futuros, com amostragem maior,
mais homogeneidade na selecao dos pacientes e melhor controle dos fatores de confundimento.
Assim, evidéncias mais so6lidas dos eventos imunoinflamatérios em reposta a RdT corroborardao
para as observacdes do presente estudo, podendo endossar 0 monitoramento de biomarcadores
inflamatérios como um possivel método que auxilie na predicdo de progndstico e resposta

terapéutica.
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