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RESUMO

O tratamento do cancer da regido de cabecga e pescogo envolve, além da cirurgia, a
quimioterapia e a radioterapia. A radioterapia em regido de cabega e pescogo é
nociva também para o tecido normal e a cavidade bucal € muito susceptivel aos
efeitos diretos e indiretos da radiacdo, que pode afetar o reparo tecidual,
especialmente as glandulas salivares e o metabolismo 6sseo. Como efeitos
adversos podem ocorrer a hipossalivagdo e xerostomia, disgeusia, infec¢des orais,
carie dental agressiva, mucosite, trismo e osteoradionecrose. A quimioterapia pode
ser associada a radioterapia no tratamento das neoplasias malignas em regido de
cabeca e pescocgo. Tal modalidade terapéutica também pode desencadear alguns
efeitos adversos como inflamagdo intensa na mucosa do sistema digestivo,
hipossalivacdo, dificuldade de degluticdo e perda de peso. A possibilidade da
investigacao de biomarcadores tornou a saliva um importante meio de diagndstico e
monitoramento das doencgas por permitir coleta simples e n&o invasiva, além de facil
manipulacdo e armazenamento. Este trabalho teve o objetivo de investigar
biomarcadores salivares associados a remodelagcdo 6ssea e reparagéo tecidual em
pacientes irradiados em regido de cabega e pescogo. Trata-se de um estudo
transversal. Foram selecionados prospectivamente pacientes submetidos a
radioterapia para tratamento de neoplasias de cabeca e pescoco atendidos no
Projeto de Extens&o “Atendimento de suporte odontologico ao paciente com cancer
em regido de cabega e pescogo”’, da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Minas Gerais no periodo de abril a novembro de 2018. Individuos
sistemicamente saudaveis nunca expostos a radioterapia compuseram o grupo de
comparagao, pareado por sexo e idade. Critérios de inclusdo e exclusao foram
empregados. Saliva total ndo estimulada foi coletada e processada para dosagem
de RANK, RANKL, OPG, EGF, VEGF e MMP-9, pela técnica de ELISA. Analise
estatistica foi realizada nos programas SPSS® 19.0 e GraphPad Prism® e valores
de p < 0,05 foram considerados significantes. O volume salivar foi significativamente
menor nos pacientes irradiados. A comparagao das dosagens entre os pacientes (n=
29) e os controles nao irradiados nao revelou diferengas estatisticamente
significantes para RANK, OPG e VEGF (p> 0,05). Os valores de EGF (p=0,000) e
MMP-9 (p=0,014) foram maiores nos controles que nos pacientes. A dosagem de
RANK-L foi maior nos controles, com valor marginal de “p” (0,051). Ao comparar os
resultados dos pacientes que receberam apenas RT (n=13) com os individuos
controle nao irradiados, ndo houve diferenca estatisticamente significativa para
dosagem de RANK, RANKL, OPG e VEGF (p> 0,05); ja EGF (p=0,003) e MMP-9
(p=0,031) apresentaram diferenga estatisticamente significante. Ao compararmos
pacientes que receberam radioterapia e quimioterapia (n=16) com o controle
observa-se diferenca estatisticamente significante apenas para dosagem de EGF
(p=0,031), que foi maior no controle. Conclui-se que a radiagdo em regido de
cabeca e pescocgo diminui os niveis salivares de EGF e MMP-9, mas n&o os de
RANK, OPG e VEGF. RANKL também apresenta tendéncia a diminui¢cdo pela
radioterapia. A deficiéncia de EGF e MMP-9 na saliva dos pacientes irradiados em
cabeca e pescogo pode estar relacionada ao desenvolvimento dos efeitos deletérios
tardios da radiacao ionizante na cavidade bucal.

Palavras-chave: Saliva. Proteinas salivares. Radioterapia. Remodelagao 6ssea.



ABSTRACT

Salivary biomarkers of bone remodeling and tissue repair in irradiated patients
in head and neck

Head and neck cancer treatment involves in addition to surgery, chemotherapy and
radiotherapy. Radiotherapy in head and neck region is harmful also to the normal
tissue and the oral cavity that is very susceptible by the radiation direct and indirect
effects, and it can affect tissue repair, notably in the salivary glands and bone
metabolism. As consequences may occur hyposalivation and xerostomia, dysgeusia,
oral infections, aggressive dental caries, mucositis, trismus and osteoradionecrosis.
Chemotherapy may be associated with radiotherapy in the treatment of head and
neck malignant neoplasms. This therapeutic modality can also trigger some adverse
effects such as intense inflammation of the digestive system mucosa, hyposalivation,
difficulty in swallowing and weight loss. Saliva presents a simple sampling and
handling, and can be used for the investigation of biomarkers. The aim of this study
was to compare salivary biomarkers related to bone remodelling and tissue repair in
head and neck irradiated patients and non-irradiated patients. This is a cross-
sectional prospective study. Patients treated by radiotherapy for head and neck
cancer from April to November 2018 were selected. Healthy individuals never
exposed to radiotherapy composed the comparison group, paired by sex and age.
Exclusion criteria applied. Total unstimulated saliva was collected. RANK, RANKL,
OPG, EGF, VEGF e MMP-9 concentration was assessed using ELISA method.
Statistics analysis was performed on SPSS® 19.0 e GraphPad Prism®7.0 softwares.
Statistical significance was set at p <0.05. The salivary volume was significantly
lower in the irradiated patients. Salivary concentration of RANK, OPG, and VEFG did
not differ from patients (n=29) and controls (p<0.05). EGF (p=0.000) e MMP-9
(p=0.014) were higher in control group than in patients. RANK-L dosage was higher
in control group, with a marginal p-value (0.051). When comparing the results of the
patients that received only RT (n=13) with controls, the EGF (p=0.003) e MMP-9
(p=0.031) were significantly higher in the control group, and the other biomarkers
(RANK, RANK-L, OPG and VEGF) did not show statistical significant difference. The
comparison between patients tread with RT and chemotherapy (n=16) revealed
statistical significant difference only for EGF dosage (p=0.031). In conclusion, head
and neck radiation therapy decreases the salivary levels of EGF and MMP-9, but not
of RANK, OPG and VEGF. RANKL shows a tendency to decrease with radiotherapy.
EGF and MMP-9 deficiency in the saliva of irradiated patients may be related to the
deleterious effects of ionizing radiation in the oral cavity.

Keywords: Saliva. Salivary proteins. Radiotherapy. Bone remodeling.
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1 INTRODUGAO

O percentual de pacientes com cancer de cabeca e pescogo submetidos
a radioterapia (RT) como modalidade terapéutica é elevado (60 a 80%) (RIVERO,
SHAMJI e KOLOKYTHAS, 2017). A RT pode desencadear efeitos deletérios iniciais
ou tardios nos tecidos bucais. Os principais efeitos agudos sao dor, edema e
mucosite. Ja os efeitos em longo prazo podem incluir edema crénico, atrofia e
fibrose tecidual, hipossalivagdo e osteoradionecrose dos maxilares (ORN)
(ASIKAINEN et al., 2017).

A quimioterapia pode ser associada a RT no tratamento de neoplasias
malignas em regido de cabega e pescogo. Sabe-se que 0s agentes quimioterapicos
potencializam os efeitos da RT, aléem de atuarem em determinada fase do ciclo
celular tanto das células tumorais, quanto das células normais, em especial aquelas
que apresentam divisao celular mais intensa e rapida, como as células da mucosa
do aparelho digestivo (BELLM et al, 2000). Portanto, os efeitos adversos provocados
pela quimioterapia incluem mucosites no trato gastrointestinal, hipossalivagao,
dificuldade de degluticdo e consequente perda de peso (SCULLY, EPSTEIN e
SONIS, 2003).

Estudos de biomarcadores salivares tém se revelado promissores no
monitoramento, diagndstico e elucidagcdo da etiopatogenia de diversas doengas,
uma vez que a saliva é constituida por um ecossistema biomolecular diversificado
capaz de fornecer informagdes importantes com relagao as fungdes dos diferentes
orgaos do corpo humano (LOO et al., 2010). Aliado a isso, a saliva tem a vantagem
de apresentar coleta simples e nao invasiva, além de facil manipulacdo e
armazenamento (SCHAFER et al., 2014). Alguns estudos tém avaliado e identificado
proteinas presentes na saliva dos pacientes irradiados em regido de cabega e
pescoco.(LAHEIJ et al., 2015; RUSSO et al., 2016; VIDOTTO et al., 2011). Sabe-se
que a RT em regidao de cabega e pescogo pode causar alteragdo na quantidade e
qualidade da saliva (NADELLA et al., 2015) e provocar alteragbes na remodelagéo
O0ssea e reparo tecidual (CHERIEX, NIJHUIS e MUREAU, 2013; COOPER et al.,

1995). Proteinas associadas a esses processos podem ser identificadas na saliva



14

ajudando a compreender algumas das principais consequéncias da RT em regido de
cabeca e pescogo. Por isso, a investigagao especifica de algumas dessas proteinas
envolvidas diretamente no processo de remodelagédo 6ssea e reparo tecidual podera
contribuir para a compreensado dos efeitos desencadeados pela RT em regido de
cabega e pescoco.

Portanto, o objetivo da pesquisa € avaliar comparativamente
biomarcadores salivares associados a remodelagdo éssea e ao reparo tecidual em

pacientes irradiados em regido de cabeca e pescogo e pacientes nao irradiados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radioterapia (RT) em regido de cabeca e pescoco: efeitos adversos e alteragdes

salivares

A RT representa uma importante terapia contra o cancer em regiao de
cabeca e pescogo. Normalmente, a RT € associada a cirurgia e/ou quimioterapia,
sendo que a radiagdo induz efeitos adversos iniciais ou tardios nos tecidos bucais.
Os efeitos iniciais consistem em danos a mucosa oral, glandulas salivares e
alteracao de paladar. Ja os efeitos tardios incluem danos as glandulas salivares,
denticdo, periodonto, osso, musculos e articulagdes, predispondo o paciente a
atrofia tecidual, hipossalivacéo, carie, periodontite, ORN, perda de paladar, trismo e
mucosite (ASIKAINEN et al., 2017; JANSMA et al., 1992).

Apobs o inicio da RT, os danos as glandulas salivares levam a diminuigao
do fluxo salivar e mudanga na composicdo da saliva. Como o fluido salivar tem
funcado protetora, a cavidade bucal torna-se mais suceptivel a doengas, tais como
carie, gengivite, periodontite e infeccbes (STONE et al.,2003; VISSINK et al.,2003).

Muitas complicagbes podem surgir da terapia nao cirurgica do cancer, e
as mais comuns sao mucosite, dermatite, ORN, alteracdo de paladar, xerostomia,
disfagia, anorexia e fadiga. A ORN é uma complicacédo grave e tardia do tratamento
radioterapico dos pacientes com cancer em regido de cabeca e pescoco, definida
como uma area de osso exposto desvitalizado, persistente por 3 a 6 meses e
caracterizada pela deficiéncia na cicatrizacdo dos tecidos consequente a RT
(COOPER et al., 1995; NABIL e SAMMAN, 2011).

A RT predispée a ORN uma vez que afeta os vasos sanguineos intra-
O0sseos e prejudica a vascularizagao tecidual (THORN et al., 2000). Da mesma
forma, a RT produz radicais livres e altera a sintese de colageno. Todos esses
fendbmenos promovem a perda da atividade celular, e causam a “fibroatrofia”,
prejudicando o reparo e a remodelacédo 0ssea, e deixando o 0sso mais susceptivel a
exposigcao e contaminagéo, aumentando o risco de necrose (NADELLA et al., 2015;
SHAW e DHANDA, 2011). A Tabela 1 apresenta, além da radioterapia, os fatores

que podem propiciar o desenvolvimento de osteoradionecrose.
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Tabela 1 - Fatores de risco associados a ORN

Localizagao primaria do tumor Lingua, assoalho bucal, rebordo alveolar, trigono
retromolar e tonsila

Estagio da doenca Estagio IlI/IV

Dose de radiagéo Dose >60Gy

Cirurgia prévia a radiagao Mandibulectomias ou osteotomias prévias a
radiagao

Higiene oral Doenca periodontal; pobre higiene oral

Extracao dental Extracao dental depois da radioterapia

Uso de alcool Uso continuo durante e depois da radioterapia

Uso de tabaco Uso continuo durante e depois da radioterapia

Nutricdo Nutricdo deficiente pode afetar a cicatrizagao de
feridas

Fonte: Adaptado de DELL & SINHA, 2011

Na pratica, outra modalidade de tratamento das neoplasias malignas em
regiao de cabeca e pescoc¢o é a administragdo de um agente quimioterapico, como a
cisplatina, concomitantemente a RT (radioquimioterapia). Tal associagao
potencializa a agdo da RT e tem se tornado cada vez mais frequente por representar
uma estratégia conservadora nos casos em que apenas o tratamento cirurgico
provocaria defeitos funcionais e estéticos demasiados (JENSEN et al, 2008).

As drogas quimioterapicas podem ser empregadas isoladas ou
associadas entre elas. O mecanismo de acado dos agentes quimioterapicos é
complexo e depende do tipo de droga utilizada; algumas atacam diretamente a
molécula de DNA quando se dividem; outras decompdem enzimas e proteinas
necessarias para a sintese e divisdo do DNA; outras, ainda, impedem a ag¢ao das
enzimas que reparam os defeitos do DNA. Portanto, tais medicamentos agem de
forma inespecifica interferindo no ciclo celular, seja ela célula tumoral ou normal,
todavia, as células normais que se dividem mais rapidamente sdo as mais afetadas,
como células da medula éssea, pele e seus anexos e mucosa do aparelho digestivo
(BELLM et al, 2000).

Cada agente quimioterapico atua em uma determinada fase do ciclo
celular, destruindo apenas as células que estdo nessa fase especifica de divisao
celular, por isso, a associagao de diferentes drogas que atuam em fases diferentes

pode potencializar o efeito do tratamento.
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Contudo, a radioquimioterapia pode desencadear efeitos adversos como
inflamacgéao intensa na mucosa do sistema digestivo, hipossalivagao, dificuldade de
degluticdo e perda de peso (SCULLY, EPSTEIN e SONIS, 2003). Tais complicagdes
podem exigir a introdu¢do de sonda gastrica para garantir a nutricdo do paciente e o
tratamento multidisciplinar entre as equipes de oncologistas, radioterapeutas,
cirurgides, dentistas, enfermeiros, nutricionistas, fonoaudidlogos e fisioterapeutas
(LEE e LEE, 2015).

2.2 Saliva humana

2.2.1 Composicao e aplicacdo em pesquisa cientifica

A saliva é um liquido transparente ligeiramente acido (pH 6-7) secretada
na cavidade bucal pelas glandulas salivares (SPIELMANN e WONG, 2011). Em
condigdes normais, um individuo adulto produz 500 a 1500 mililitros (ml) saliva/dia.

Noventa por cento do fluido salivar é secretado pelas glandulas salivares
maiores (parétida, submandibular e sublingual); apenas 10% s&o produzidos pelas
glandulas salivares menores (labio, mucosa jugal e palato). A saliva é considerada
uma mistura complexa de componentes do fluido crevicular e gengival, células do
epitélio oral e microorganismos como virus, fungos e bactérias. Em alguns casos,
pode apresentar células sanguineas originadas de feridas na mucosa, secregao
pulmonar e/ou nasal e residuos alimentares (CUEVAS-CORDOBA e SANTIAGO-
GARCIA, 2014).

A saliva é composta 99% por agua e 1% por varios componentes
organicos e inorganicos (NAVAZESH e KUMAR, 2008). Os componentes
inorganicos incluem os eletrolitos como o sddio, potassio, calcio, magneésio, cloreto e
fosfato, enquanto os componentes organicos podem ser proteicos (prolina rica em
proteina, amilase, mucina, lisozima, Imunoglobulina A, lactoferrina, peroxidase,
estaterina, histamina, metaloproteinases de matriz [MMPs] e glicoproteinas) e nao
proteicos (acido urico, bilirrulina, creatinina, glicose, lipidios, aminoacidos, aminas,
lactato). Outros componentes proteicos da saliva sdo enzimas, inibidores
enzimaticos, citocinas e horménios (MARCANTONI, 2009).
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A identificacdo destes componentes esta relacionada a diferentes fungdes
como resposta imune, protecao tecidual, atividade antimicrobiana, remineralizagao
do esmalte, digestdo, inibicdo de proteinase, bem como transcrigdo, proliferagéo
celular, transducgéo de sinal, quimiotaxia e motilidade celular (DAWES et al., 2015;
SPIELMANN e WONG, 2011).

A saliva tem chamado atencdo dos pesquisadores como um fluido em
potencial para uso em diagndstico e monitoramento de doencgas. As suas vantagens
incluem coleta simples e ndo invasiva com consequente reducdo dos niveis de
estresse e ansiedade do paciente, principalmente em criangas, idosos e portadores
de alteracdes vasculares; facil manipulacdo e armazenamento; além de apresentar
custos reduzidos (SCHAFER et al., 2014; KHURSHID Z et al., 2016).

As proteinas e peptideos salivares podem ser investigados com técnicas
bioquimicas tradicionais que incluem cromatografia liquida, eletroforese em gel,
espectrometria de massa, imunoensaios (radioimunoensaios e imunoensaios
enzimaticos — Enzyme-linked immuno-sorbent assay (ELISA) entre outros (AL
KAWAS, RAHIM e FERGUSON, 2012). A maioria destes métodos investiga
proteinas ou grupos de proteinas especificas.

Alguns trabalhos tém demonstrado alteracdo na expressdo de
determinadas proteinas salivares em pacientes submetidos a RT em regido de
cabega e pescogo. Laheij et al. (2015) comparou a expressao relativa de proteina e
peptideos na saliva parotidea de pacientes irradiados (n=9) em regidao de cabecga e
pesco¢co com pacientes saudaveis nao irradiados. Resultados demonstraram
diferencgas significativas encontradas na expressao relativa de uma ampla gama de
proteinas e peptideos como lisozima, histatinas, cistatina, proteina S100 e proteina
rica em prolina na saliva da parétida de pacientes irradiados em comparagdo com
controles saudaveis. Russo et al. (2016) investigou mudangas nas citocinas
salivares pré e pos RT e observou aumento significativo de fator de crescimento
epidérmico (EGF), growth regulated oncogene a, interleucina-1a, interleucina-18 (IL-
18), interleucina-6, interleucina-8, fator de necrose tumoral a (TNFa) e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) em pacientes com cancer em orofaringe
apos o tratamento radioterapico.

Um fator importante que deve ser considerado na avaliagdo dos

biomarcadores salivares € o tabagismo. Segundo Lahdentausta et al. (2018), o
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tabagismo recente, aquele em que o individuo abandona habito de fumar ha menos
de um ano, representa um fator de confusdo na avaliagao da expressao de proteinas
salivares da doencga periodontal. Substancias nocivas da fumaca do cigarro podem
promover a redugao da vascularizagao, diminuicdo do transporte e metabolismo do
oxigénio e inibicdo dos sistemas enzimaticos, provocando inibicdo na cicatrizagéo
das feridas, além de provocar possiveis alteragbes na composigdao salivar
(SILVESRSTEIN et al., 1992).

2.3 Biomarcadores salivares associados a remodelacdo 6ssea e reparo tecidual

A morfogénese e a remodelagdo Ossea sédo processos fisiologicamente
controlados que envolvem a sintese de matriz 0ssea pelos osteoblastos e
reabsorcao 6ssea pelos osteoclastos. Sabe-se que a radiagao ionizante interfere no
metabolismo 0sseo, induzindo a diminuicdo da proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos, parada do ciclo celular, redugao da produgédo de colageno e aumento
da sensibilidade aos agentes apoptéticos (DIDZIAK et al., 2000; SAKURAI et al.,
2007).

2.3.1 Receptor ativador do fator nuclear Kappa B (RANK) e seu ligante (RANKL) e

Osteoprotegerina (OPG): eixo-chave no metabolismo 6sseo

RANK é uma proteina transmembrana expressa em células precursoras
de osteoclastos, a qual participa da diferenciacao e ativagao de osteoclastos (LIU et
al., 2010). A ativacao de RANK se da pela ligacao de RANKL, o qual € uma proteina
de membrana tipo Il membro da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF),
encontrada na superficie de osteoblastos (HANADA et al., 2011; LIU et al., 2010).
OPG ¢é um receptor de citocinas membro da superfamilia do receptor do TNF e tem
como ligante o RANKL (HANADA et al, 2011; KEARNS, KHOSLA e KOSTENUIK,
2008; YASUDA et al., 1998;). Portanto, OPG funciona como inibidor da
osteoclastogénese e da reabsorgdo 6ssea, uma vez que compete com RANK pela
ligagdo de RANKL (HANADA et al., 2011; KEARNS, KHOSLA e KOSTENUIK, 2008).

Sendo assim, o eixo RANK/RANKL/OPG regula a formagédo de

osteoclastos multinucleados a partir de seus precursores, bem como sua ativagao e
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sobrevivéncia na remodelagdo 6ssea normal e em uma variedade de condigcbes
patolodgicas (LIU et al, 2010). E de extrema importdncia que o eixo
RANK/RANKL/OPG atue em harmonia. O desequilibrio desse sistema pode estar
relacionado a deficiéncia na remodelagdo Ossea causada por algumas condigbes
patolégicas, tais como osteoporose e metastase o6ssea (KEARNS, KHOSLA e
KOSTENUIK, 2008).

Belibasakis e Bostanci (2012), através de uma revisao de literatura dos
estudos clinicos e in vivo da expressdao de RANK e OPG no tecido gengival, fluido
crevicular, saliva e sangue, concluiram que o aumento da razdo RANKL / OPG pode
servir como um biomarcador que prevé o surgimento da periodontite.

Garlet et al. (2006) investigaram a possibilidade da correlagdo entre
fatores osteoclasticos (RANKL), MMPs e seus respectivos inibidores com citocinas
regulatorias e inflamatdrias no curso da doenga periodontal em ratos e os resultados
correlacionaram a perda ossea e tecidual com a expressdao de MMPs/TIMPs e
RANKL/OPG no tecido gengival.

Niveis de biomarcadores salivares, dentre eles RANK e OPG, foram
avaliados em individuos com peri-implantite na auséncia ou presencga de periodontite
e na manutencao da terapia periodontal de suporte por cinco anos. Os resultados
nao evidenciaram diferenga estatisticamente significativa dessas proteinas salivares
entre os grupos do estudo. (GOMES et al., 2019).

2.3.2 Fator de Crescimento Epidérmico (EGF)

O EGF é um polipeptideo de cadeia unica, composto por 53
aminoacidos. Descoberto inicialmente nas glandulas submandibulares de
camundongos, foi isolado originalmente a partir da urina baseado na sua capacidade
de inibir a secregao gastrica, sendo também denominado urogastrona (COHEN,
1962).

Além do EGF exercer uma grande variedade de efeitos bioldgicos,
também atua na proliferacao e diferenciagdo de células mesenquimais e epiteliais.
As atividades bioldgicas do EGF desencadeiam-se através de sua ligagdo ao seu

receptor de membrana celular (EGFR), onde exerce um efeito mitogénico na maioria
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dos tecidos epiteliais, fibroblastos e células endoteliais (BERLANGA-ACOSTA et al.,
2009).

O EGF esta presente nos fluidos biolégicos incluindo soro, urina e saliva
(JOH et al., 1986). A maior parte do EGF salivar é derivada das células acinares das
glandulas parétidas, embora as glandulas submandibulares também contribuam
para os niveis salivares da proteina (THESLEFF et al., 1988). A proporgao relativa
de EGF nas glandulas parétida, submandibular e no restante das glandulas é de
6:4:1, respectivamente (INO et al., 1993).

Algumas evidéncias indicam que a concentragao fisiolégica do EGF na
saliva estimula a proliferacdo e migragdo de células epiteliais para a reparagéao
tecidual quando a mucosa bucal € agredida (BERLANGA-ACOSTA et al., 2009;
OHSHIMA et al., 2002). Além disso, exerce importante fungdo na manutencéao da
continuidade anatdbmica da membrana da mucosa bucal e é considerado fator
protetor da mesma (BALICKI, GRABOWSKA e CITKO, 2005).

Oton-Leite et al. (2015) avaliaram o efeito da laserterapia na mucosite oral
quimioinduzida e mediadores inflamatérios salivares em pacientes com cancer em
regido de cabega e pescogo. Dentre as moléculas salivares avaliadas, MMPs
mostraram uma tendéncia de concentragdes mais baixas nos pacientes submetidos
a laserterapia, devido ao processo de inflamagdo menos exacerbado, ja EGF e
VEGF se mostraram em menor concentragcdo, especialmente no inicio e no final do
tratamento, sugerindo que o processo de cicatrizacdo foi menos necessario nos
pacientes submetidos a laserterapia.

Alguns estudos avaliaram a quantidade de EGF salivar durante o
tratamento radioterapico e os resultados mostraram a reducao da expressao de EGF
no decorrer da terapia. Além disso, os autores correlacionam baixo nivel de EGF
com a mucosite oral severa, sugerindo o EGF como um fator de protegao do epitélio
oral (DUMBRIGUE et al, 2000; EPSTEIN et al., 1997 e 2000).

Bernardes et al. (2010) mensuraram niveis de EGF salivar em pacientes
com diagnéstico de carcinoma de células escamosas (CCE) oral antes e apds
cirurgia de ressecgdo do tumor primario. Os niveis de EGF salivar pré-cirurgico
mostraram significativamente menores comparados ao controle. Em 2011,
Bernardes et al. identificaram niveis significativamente menores de EGF salivar nos

pacientes com diagndstico de CCE, em comparagao com controle.
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Em uma revisdo sistematica e meta-analise, Normando et al. (2017)
identificaram o EGF como um dos principais biomarcadores salivares relacionados
ao desenvolvimento da mucosite oral em pacientes com cancer em regido de
cabeca e pescocgo. Autores observaram diminuicdo dos niveis de EGF salivar
durante a RT e associaram com o maior risco de desnvolvimento de mucosite oral,
sugerindo o EGF como fator de protecdo da mucosa oral. Além disso, outros
estudos, citados nesta revisdo, evidenciam que os baixos niveis de EGF salivar
antes do inicio da RT podem representar maior risco de lesdo da mucosa durante o
tratamento radioterapico.

Basal et al. (2018) comprovaram efeito do EGF na promocédo da
microvascularizagcao e formagao 6ssea em osteonecrose em cabeca de fémur e
relataram o efeito mitogénico e angiogénico deste fator de crescimento, além de sua

atuacao na diferenciagao osteoclastica e formagao ossea.

2.3.3 Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)

VEGF pertence a familia das proteinas hemodiméricas. Existem pelo
menos 6 tipos de VEGF: A (VEGF), B, C, D, E e fator de crescimento placentario.
VEGF A (VEGF) é a forma mais abundante e apresenta importante fungdo na
proliferagdo, migragao e ativagao das células endoteliais, bem como, na promogao
da permeabilidade dos vasos sanguineos (HU e OLSEN, 2016).

O VEGF tem grande atuagao no desenvolvimento de vasos sanguineos e
linfaticos. Presente em quantidade significativa na saliva, o VEGF & um fator
importante de reparo tecidual, podendo estar associado a grande capacidade de
recuperagdo da mucosa oral. No entanto, o VEGF desenvolve seu papel em
condicdes de saude e, também, em condi¢des patoldgicas, podendo estar associado
ao crescimento tumoral e a metastase, devido a angiogénese e linfangiogénese
estimulada. Ainda, segundo Upile et al. (2009), o VEGF presente na saliva pode
estar associado a propria secregdo de saliva, por meio da permeabilizagdo de
capilares intraglandulares.

O VEGF esta intimamente envolvido no mecanismo de reparo ésseo, cujo
primeiro estagio envolve formacdo de hematoma o qual possui propriedades proé-

angiogénicas, devido principalmente a presenca do VEGF. Com novos vasos
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sanguineos sendo formados, as células formadoras de tecido 6sseo migram para a
regido a ser reparada. Além disto, o VEGF pode estimular as células endoteliais a
produzir citocinas osteogénicas que vao promover a diferenciacdo de células em
osteoblastos. Portanto, o VEGF possivelmente atua diretamente na funcédo de
osteoblastos, regulando quimiotaxia, proliferagao e diferenciacdo de osteoblastos.
Assim, o VEGF é indispensavel para a angiogénese e osteogénese e é o principal
agente que correlaciona os dois processos durante o reparo 6sseo (STEGEN, VAN
GASTEL e CARMELIET, 2015).

Em um estudo experimental, Zhang et al. (2011) pesquisaram a
expressao do VEGF em mandibulas irradiadas de coelhos durante a distragao
osteogénica. Resultados mostraram aumento nos niveis de VEGF em ossos de
coelhos submetidos a RT.

Hassanshahi et al. (2017) mostraram em uma revisdo de literatura, que
estudos pré-clinicos sugerem a contribuicdo da ativagdo das vias de sinalizagdo do
VEGF na aceleragdo da recuperagdo e regeneragdo da microvascularizagdo da
medula éssea danificada pela radiacédo e / ou quimioterapia.

As fungdes do VEGF derivado de osteoblastos na cicatrizagao do defeito
osseo foram investigadas por Hu e Olsen (2016) através da detecgéo especifica de
VEGF derivados de osteoclastos em camundongos trangénicos, identificando
diversas fungdes criticas em varios estagios do processo de reparo: recrutamento de
macrofagos e respostas angiogénicas na fase inflamatdria; angiogénese e
osteogénese em areas de reparo por ossificacdo intramembranosa; aumento da
maturacao e mineralizagcao osteoblastica e formacao de osteoclastos na fase final de
remodelagao do processo de reparo 6sseo. Estas descobertas fornecem base para
estratégias clinicas melhorarem a regeneracao 6ssea e o tratamento de defeitos na
cicatrizacdo Ossea.

Xu et al. (2017) relacionam o VEGF com o processo de angiogénese e
regeneracao 6ssea. Ja Tong et al. (2018) relataram o efeito deletério da radiagao
nas células endoteliais derivadas da medula 6ssea, promovendo a inibigdo do VEGF
A, resultando na redugdo da angiogénese e ativagdo direta ou indireta dos

osteoclastos, estimulando a reabsorcao dssea.

2.3.4 Metaloproteinase de Matriz 9 (MMP-9)
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MMPs sdo endopeptidases que desempenham diversas fungdes como
regulacado de células de crescimento e da apoptose; alteragcdo da motilidade celular
e da resposta imune; modulacdo da bioatividade das citocinas e quimiocinas. As
MMPs sao sintetizadas por diversos tipos celulares como células epiteliais,
fibroblastos e células inflamatérias e apresentam o ion zinco (Zn) em sua
composicao. A ativacdo das MMPs ocorre pela remogao do peptideo terminal amino,
ou seja, quebra da ligacdo do ion Zn. O nivel dessas enzimas é determinado
basicamente por trés fatores: expressao génica, localizagdo e ativagdo do zimogene
e expressdo dos TIMPs (AL-DASOOAQI et al., 2009; ORTEGA et al., 2003).

As MMPs sido enzimas que mediam alteracdo proteolitica da matriz
extracelular, permitindo o remodelamento tecidual, inclusive o tecido 0Osseo, e
liberacdo de moléculas sinalizadoras angiogénicas (VANDOOREN, VAN DEN
STEEN e OPDENAKKER, 2013). Elas sao classificadas de 1 a 28 e divididas em
cinco classes de acordo com o substrato que produzem: colagenase (MMP 1,8,13),
gelatinase (MMP 2,9), estromelase (MMP 3,10 e 11) e outras (AL-DASOOQI et al.,
2009).

Segundo Ortega et al. (2003), MMP-9 pode estar relacionada ao
recrutamento e mobilizagdo de precursores hematopoiéticos, angiogénese e
hematopoiese e sugerem que MMPs estdo envolvidas em eventos de regulagao e
desenvolvimento ésseo normal, reparo e hemostasia, desordens e patologias
osseas.

Al-Dasooqi et al. (2009), através de uma revisdo de literatura,
descreveram os mecanismos de desenvolvimento da mucosite, bem como o papel
das MMPs no tecido normal, lesédo tecidual e inflamacao. Estudos tém evidenciado
diversas fungbes de sinalizagbes das MMPs no processo de desenvolvimento da
mucosite e sugere investigacdo da expressao oral dessas proteinas em pacientes
submetidos a quimioterapia (BOWEN et al., 2007; SONIS et al., 2007). Portanto,
MMPs tém se mostrado componente chave no desenvolvimento da mucosite
quimioinduzida. Apesar de fortes evidéncias, sao necessarios estudos para definir a
funcdo das MMPs nas alteragdes epiteliais e fisioldégicas observadas na mucosite
(AL-DASOOQI et al., 2009).
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Existem ligagdes funcionais entre a formagéao, estrutura e remodelagem
de vasos sanguineos neo-formados e a MMP-9. Fendtipos vasculares parecem
envolver a atividade catalitica de MMP-9, resultando na clivagem de componentes
da matriz extracelular (colageno) e processamento de quimiocinas angiogénicas
(Ligante de quimiocina CX-5, 6 e 8) ou liberagao de citocinas angiogénicas (VEGF e
fator de crescimento fibroblastico) (VANDOOREN, VAN DEN STEEN e
OPDENAKKER, 2013).

A MMP-9 também tem papel na manutengcdo e remodelacdo ésseas.
MMP-9 é indispensavel para a migracdo de osteoclastos e pré-osteoclastos atraves
do colageno em ossos longos (BLAVIER e DELAISSE, 1995; PAIVA et al., 2017).
Uma vez iniciada a diferenciacdo de osteoclastos pelo RANK-L, estas células
produzem continuamente MMP-9 (YU et al., 2003). O papel de MMP-9 na
manutencado da estrutura 6ssea esta relacionado especificamente a manutencao da
arquitetura 6ssea trabecular, tendo sido demonstrado que auséncia de MMP-9 levou
a aumento da densidade trabecular em fémurs mais frageis em camundongos
(NYMAN et al., 2011)

Estudo em animais demonstrou aumento da expressao da MMP9 em
alvéolos de ratos em uso de acido zoledrbénico apos a extragdo dental, sugerindo
que o acido zoledrénico apresenta efeito geral na expressdo das MMPs, devido ao
aumento do numero de osteoclastos e/ou sua indugéo (BASI et al., 2011).

Vuotila et al. (2002) investigaram a presencga e atividade proteolitica da
MMP-8 e MMP-9 na saliva total de pacientes irradiados em regido de cabeca e
pescoco e avaliaram a influéncia do pH salivar na atividade de MMP-8 e MMP-9 na
tentativa de identificar possivel associagdo entre MMP-8 e MMP-9 e o surgimento de
lesdes da mucosa bucal durante a RT. Neste estudo, ndo identificaram correlacao
entre MMP-8 e MMP-9 salivar e presencga de leséo oral induzida por radiagdo, mas
sugere infléncia do pH na ativacédo da MMP-9.

Os mecanismos de acdes e os papéis exercidos pelos diferentes tipos de
MMPs sao relatados por Paiva et al. (2017). A MMP-9 é considerada a MMP de
maior expressao. MMP-9 pode ser secretada pelos osteoclastos, sua expressao esta
ligada a modulagdo do RANKL e participa da degradagao da matriz extracelular. Os
autores ainda relatam a atuagdo da MMP-9 na ativagdo de alguns fatores de

crescimento, participacdo do recrutamento de osteoclastos, relagdo com a
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progresséo do cancer e degradagédo da matriz 6ssea mineralizada, além de atuar na
inibicdo de osteoclastos induzidos por VEGF.

Moraschini et al. (2019), através de uma revisdo sistematica, listaram
onze biomarcaores com maiores evidéncias de associacdo ao diagnostico e
severidade das Medication-Related Osteonecrosis of the Jaws (MRONJ), dentre eles
o VEGF e MMP-9. Porém, baixas evidéncias clinicas sustentam o uso desses
biomarcadores no prognostico e diagndstico das MRONJs, sugerindo futuras

pesquisas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Dosar e comparar a concentragao de RANK, RANK-L, OPG, EGF, VEGF
e MMP-9 na saliva de pacientes submetidos a radioterapia em regido de cabeca e

pescoco e individuos-controle ndo submetidos a radioterapia

3.2 Objetivos especificos

1. Quantificar o volume de saliva n&o estimulada em pacientes
submetidos a radioterapia em regido de cabega e pescogo e em individuos-controle

nao submetidos a radioterapia.

2. Comparar as dosagens dos biomarcadores entre os pacientes que
receberam apenas radioterapia com aqueles tratados com radioterapia e

quimioterapia.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos e legais

Trata-se de um estudo transversal. O presente projeto de pesquisa, bem
como o respectivo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) sob o numero 85229518.9.0000.5149.

4.2 Selecao dos Participantes

Pacientes submetidos a RT para tratamento de neoplasias de cabeca e
pescoco atendidos no Projeto de Extenséo “Atendimento de suporte odontoldgico ao
paciente com cancer em regido de cabeca e pescogo”, da Faculdade de Odontologia
da UFMG foram selecionados prospectivamente no periodo de abril a novembro de
2018.

Neste Projeto de Extensdo sao feitos, em média, 700 atendimentos ao
ano, dos quais aproximadamente 500 envolvem pacientes no periodo pés-
irradiacao. Considerando-se que 50% dos atendimentos sao consultas de retorno,
estimou-se um universo de 250 pacientes elegiveis / ano. Considerando o tempo de
duracao do estudo, aplicacado dos critérios de exclusido e possiveis perdas, estimou-
se uma amostra final de 30 pacientes e 30 controles para o presente estudo.

Os critérios de inclusdo adotados foram: paciente com diagnéstico de
neoplasia maligna em regido de cabecga e pescoco histologicamente confirmado;
tratamento oncoldgico finalizado, o qual incluiu RT da regido de cabega e pescogo
com ou sem quimioterapia associada; estar disponivel no prazo de duracdo do
estudo; concordar e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Pacientes com sinais clinicos de periodontite, com tumores recidivantes,
comunicagao buco-nasal ou buco-sinusal, portadores de imunodeficiéncia humana
(HIV) ou doencas autoimunes, submetidos a procedimentos odontoldgicos invasivos
ha menos de um més, em uso atual ou prévio de bifosfonatos, em uso de anti-

inflamatorios, antibidticos ou anti-fungicos no momento da coleta ou até um més



29

antes, portadores de doencgas sistémicas n&o controladas (hipertensdo arterial,
diabetes mellitus) e pacientes cujo volume salivar coletado foi insuficiente para as
analises propostas foram excluidos do estudo.

Individuos sistemicamente saudaveis nunca expostos a RT formaram o
grupo de comparagao (controle). Realizou-se pareamento de sexo e idade com os
pacientes. Foram selecionados individuos que compareceram como acompanhantes
nas clinicas da Faculdade de Odontologia da UFMG. Os mesmos critérios de
exclusao foram aplicados.

Todos os individuos selecionados e que concordaram em participar do
estudo passaram por avaliacdo odontoldgica e preenchimento de ficha clinica com
dados demograficos (APENDICE A). Todos assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Os dados relacionados a ORN foram atualizados na data final
de coleta das amostras de saliva, por meio de consulta ao prontuario odontolégico

dos pacientes.

4.3 Coleta de saliva

A coleta de saliva foi realizada na primeira consulta, sempre no mesmo
horario (entre 14 e 16 horas), em ambiente de consultério odontolégico, na posi¢gao
assentada.

Os pacientes efetuaram inicialmente um bochecho com 5 ml de agua
destilada por 1 minuto (min). Aos usuarios de proteses removiveis, foi solicitada a
sua remocgao. Realizou-se, entdo, a coleta da saliva total ndo estimulada. O paciente
foi orientado a deixar acumular na boca toda a saliva por 5 min e posteriormente
cuspir em um tubo Falcon 50 ml estéril acomodado em isopor com gelo. A amostra
foi conduzida até o laboratdrio, onde o volume total de saliva foi aferido. A saliva foi
entdo centrifugada (1500 rotagdes por minutos [rpm] / 10 min / 4 °C). Ao volume final
de sobrenadante foi acrescentada solugdo tamponada com fosfato (PBS) contendo
inibidores de protease (0.1 mmol/L de fluoreto de fenilmetilsulfonil [PMSF], 0.1
mmol/L de cloreto benzeténio, 10 mmol/L de acido etilenodiamino tetra-acético
[EDTA], 0.01mg/ml de aprotinina e 0,05 % de Tween20), na propor¢ao 1:1 volume. A

mistura final foi aliquotada e armazenada em freezer a -80°C.
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A técnica de ELISA sanduiche foi utilizada para dosagem das proteinas
RANK, RANKL, OPG, EGF, VEGF e MMP-9. Os kits de reagentes usados para os
testes estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Kits utilizados para teste ELISA

Fabricante Cddigo Lote
RANK Duo-Set, R&Dsystems ®, Minneapolis DY683 1287992
RANKL PrepoTech ® 900-K142 612142
OPG Duo-Set, R&Dsystems ®, Minneapolis DY805 1283328
EGF Duo-Set, R&Dsystems ®, Minneapolis DY236 127939
VEGF Duo-Set, R&Dsystems ®, Minneapolis DY293B 1279390
MMP-9/TIMP-2 Duo-Set, R&Dsystems ®, Minneapolis DY1453 1271433

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019

O protocolo do experimento é apresentado de forma resumida abaixo:

1-

Sensibilizacdo das placas com anticorpo de captura, incubagado 18 horas 4°C,

seguida de lavagem.

Adicdo de tampao de bloqueio (albumina sérica bovina [BSA] 1%), 1 hora,

seguida de lavagem.

Adigao de 50 microlitros (uL) das amostras e controles.

Incubacéao por 18 horas 4°C, seguida de lavagem.

Adigao de 100 pl de anticorpo de detecgéo.

Incubacdo por 2 horas em temperatura ambiente, seguida por lavagem.

Adigao de 100 ul de conjugado estreptavidina-peroxidase.

Incubacdo por 20 min em temperatura ambiente, seguida por lavagem.

Adicéo de 100 pl de cromogeno (OPD).
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10-Incubagao das placas no escuro em temperatura ambiente com controle visual.
11-Adigao de 50 pul de solugao acido sulfurico (H2S04).

12-Leitura em espectrofotdbmetro, absorbancia de 490 nanémetros.

4.5 Analise estatistica

A elaboragédo do banco de dados e a analise estatistica foram realizados
nos programas SPSS® 19.0 e GraphPad Prism® 7.0. Foi realizada analise descritiva
dos dados (frequéncia absoluta e relativa), com indicadores de tendéncia central e
dispersdo (média, mediana, minimo, maximo e desvio-padréo). O Teste de Shapiro-
Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade da distribuicdo das amostras (n<50). Em

seguida, os testes utilizados para as respectivas comparacgdes foram:

1- Biomarcadores salivares em pacientes irradiados X grupo controle (ndo
irradiados): teste de Wilcoxon (ndo paramétrico) ou teste T pareado
(paramétrico).

2- Biomarcadores salivares em pacientes apenas irradiados X pacientes
irradiados e com quimioterapia: teste de Mann-Whitney (ndo paramétrico) ou
teste T (paramétrico).

3- Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes apenas irradiados X
pacientes irradiados e com quimioterapia: teste qui-quadrado (variaveis

categoricas) ou teste T (variaveis continuas).

A significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05.
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5 RESULTADOS

Foram selecionados 31 pacientes, porém dois foram excluidos por nao
terem volume suficiente de saliva para realizacdo da analise de pelo menos um
biomarcador. Portanto, a amostra final foi composta de 29 pacientes, sendo que 13
receberam RT e 16 receberam RT associada a quimioterapia. Os dados clinicos e
demograficos dos pacientes incluidos no estudo estdo detalhados na Tabela 3.

Considerando a amostra total, os pacientes foram predominantemente do
sexo masculino (75,9%) com média de idade 59,9 anos, apenas um (3,4%) residente
na zona rural. A localizagdo mais comum do tumor primario foi orofaringe (24,1%),
seguida de soalho de boca (20,7%) e laringe (20,7%). O principal diagnostico
histopatoldgico das lesbes foi carcinoma de células escamosas (CCE) (89,7%). O
estadiamento T foi em sua maioria 3 e 4 (31 % cada) e o estadiamento N a maioria
foi 0 (37,9%) ou 2 (34,5%). A média da dose total de radiagdo foi 61,7 Gy. A média
de meses de término da RT foi de 19,7 meses, com minimo de um més e maximo de
99 meses. Hospital Mario Penna (27,6%), Luxemburgo e Baleia (17,2% cada)
lideraram as unidades de origem dos pacientes desse estudo. A maioria dos
pacientes apresentaram tabagismo prévio (75,9%) e etilismo social prévio (51,7%). A
média de dentes presentes em boca foi de 14 e 24,1% faziam uso de protese
removivel. Apenas dois pacientes apresentaram histérico de ORN, com tratamento
prévio a coleta de saliva, sem sinais ou sintomas de ORN no momento da coleta de
saliva. Nenhum paciente desenvolveu ORN ao longo da pesquisa. 37,9%
apresentaram alteragdes sistémicas dignas de nota, sendo a mais frequente
hipertensao arterial controlada (20,7%). As caracteristicas clinicas e demograficas
dos pacientes apenas irradiados (n=13) e pacientes que receberam quimioterapia e
RT (n=16) foram semelhantes (p>0,05), exceto para localizagdo do tumor, cirurgia e

numero de dentes presentes em boca (p<0,05) (TABELA 3).



Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes irradiados em

regiao de cabeca e pescogo
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Pacientes Radioterapia Radioterapia+ Valorp
(total) P Quimioterapia (x?)
n=29 n=13 n=16
N % N % n %
Sexo Masculino 22 759 10 76,9 12 75 0,904
Feminino 7 241 3 23,1 4 25
Média 59,9 61,9 58,1 0,1422
Mediana 60 62,0 57
Minimo 46 49 46
Maximo 71 71 70
Idade
52 década 3 10,3 1 7,7 2 12,5 0,329
62 década 9 31,0 2 15,4 7 43,8
72 década 15 51,7 9 69,2 6 37,5
82 década 2 6,9 1 7,7 1 6,3
Belo Horizonte 19 655 9 692 10 62,5 0,895
Regiao
Cidade Metropolitana ! 241 3 231 4 25
Outras cidades
de Minas Gerais 3 103 1 .7 2 12,5
Residéncia Zona Urbana 28 96,6 13 100 15 93,8 0,359
Zona Rural 1 34 O 0 1 6,3
Orofaringe: v 241 2 15.4 5 313 0,070
exceto amigdala
Soalho de boca 6 20,7 5 38,5 1 6,3
Laringe 6 20,7 2 15,4 4 25
Localizagcdo Amigdala 2 69 O 0 2 12,5
Tumor Gengiva 2 69 2 154 0 0
Primario
Nasofaringe 2 69 O 0 2 12,5
Lingua 2 6,9 2 15,4 0 0
Orbita 1 34 0 0 1 6,3
Seio Piriforme 1 34 O 0 1 6,3
Localizagdo  Boca 10 345 9 692 1 6,3  0.002°
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0,177
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0,452

0,186

0,9812

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.2 Teste T

O volume salivar foi significativamente menor nos pacientes que nos
controles (p<0,05, teste de Wilcoxon) (GRAFICO 1). Ndo houve diferenca em
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relagdo ao volume salivar ao comparar pacientes irradiados com pacientes que

receberam RT e quimioterapia (p=0,456, Teste de Mann-Whitney).

Grafico 1 - Comparagao volume salivar entre pacientes irradiados e grupo
controle.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2019

A analise de normalidade dos biomarcadores demonstrou distribuicao
normal apenas para EGF, sendo os demais de distribuicdo ndo-normal.

A Tabela 4 e o Grafico 2 apresentam os resultados para as dosagens dos
biomarcadores. A comparagdo das dosagens entre os pacientes (n= 29) e os
controles nao irradiados néo revelou diferengas estatisticamente significantes para
RANK, OPG e VEGF (p> 0,05). Os valores de EGF (p=0,000) e MMP-9 (p=0,014)
foram maiores nos controles que nos pacientes. A dosagem de RANK-L foi maior

nos controles, com valor marginal de p (0,051).



Tabela 4. Comparagdao das dosagens salivares (pg/ml) de RANK,
RANKL, OPG, EGF, VEGF e MMP-9 em pacientes irradiados em regiao
de cabecga e pescoco e individuos nao irradiados

Controle Paciente Valor p?
RANK Mediana 30,3 0,0 0,247
n= 29 Minimo 0,0 0,0
Maximo 397.,7 2418,0
RANK-L Mediana 6,1 6,0 0,051
n=28 Minimo 5,8 5,1
Maximo 6,7 11,4
OPG Mediana 2204 2284 0,692
n=25 Minimo 0,0 0,0
Maximo 1391,0 4049,0
EGF Média 407,9 263,9 0,000*
Desvio-
n=23 padrao 109,2 119,6
VEGF Mediana 207.,6 210,8 0,941
n=24 Minimo 81,3 6,7
Maximo 369,0 950,1
MMP-9 Mediana 87,3 0,0 0,014*
n=25 Minimo 0,0 0,0
Maximo 1109,0 798.,3

aTeste de Wilcoxon, exceto EGF, cujo teste foi o teste T pareado
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Grafico 2 - Dosagens salivares (pg/ml) de RANK, RANKL, OPG, EGF, VEGF e

MMP-9 em pacientes irradiados em regiao de cabega e pescog¢o (n=29) e
individuos nao irradiados
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Ao comparar os resultados dos pacientes que receberam apenas RT
(n=13)
estatisticamente significativa para dosagem de RANK, RANKL, OPG e VEGF (p>
0,05); ja EGF (p=0,003) e MMP-9 (p=0,031)
estatisticamente significante (TABELA 5, GRAFICO 3). Ao compararmos pacientes

com os individuos controle nao irradiados, nao houve diferenca

apresentaram diferenga

que receberam RT e quimioterapia (n=16) com o controle observa-se diferenca
estatisticamente significante apenas para dosagem de EGF (p=0,031) (TABELA 5,
GRAFICO 4). Para todas as comparagdes, as dosagens foram maiores no grupo

controle.

Tabela 5 - Comparagdo da dosagem salivar (pg/ml) de RANK, RANKL, OPG,
EGF, VEGF, MMP-9 entre os pacientes irradiados em regido de cabecga e
pescoco que receberam ou nao quimioterapia e individuos nao irradiados.

Radioterapia Radioterapia + Quimioterapia

Controle Paciente Valor p? Controle Paciente Valor p?

RANK n=13 0,375 n=16 0,497
Mediana 30,3 0,0 54 6 0,0
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0
Maximo  397.,7 320,2 332,8 2418
RANK-L n=12 0,129 n=16 0,211
Mediana 6,2 6,0 6,1 6,0
Minimo 6,0 5,1 5,8 5,7
Maximo 6,6 6,5 6,7 11,4
OPG n=10 0,625 n=15 0,639
Mediana 91,8 2247 234.,8 228.,4
Minimo 1,2 0,0 0,0 0,0
Maximo 1391 8243 645,1 4049
EGF n=10 0,003* n=13 0,031*
Média 4225 2247 396,8 2940
Desvio- 41138 1244 108,8 1111
padrao
VEGF n=10 0,084 n=14 0,191
Mediana 197.,5 111,2 216,8 270,2
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Minimo 81,3 68,7 124,6 6,7
Maximo 357,2 268 369 950,1
MMP-9 n=11 0,031* n=14 0,244
Mediana 236,9 0,0 76,8 0,0
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0
679,2 798,3

Maximo 1109 0,0

aTeste de Wilcoxon, exceto EGF, cujo teste foi o teste T pareado.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019
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Grafico 3 - Dosagem salivar (pg/ml) de RANK, RANKL, OPG, EGF, VEGF, MMP-
9 entre os pacientes apenas irradiados em regiao de cabega e pescoco e

controle
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Grafico 4 - Dosagem salivar (pg/ml) de RANK, RANKL, OPG, EGF, VEGF, MMP-

9 entre os pacientes irradiados em regiao de cabega e pesco¢o que receberam
quimioterapia e individuos nao irradiados.
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A comparagado das dosagens dos biomarcadores entre pacientes que
receberam apenas RT (n=13) e os pacientes que receberam RT e quimioterapia
(n=16) revelou diferenca apenas para VEGF (p=0,006) e MMP-9 (0,003), sendo que
MMP-9 nao foi detectada nas amostras dos pacientes apenas irradiados (TABELA
5).
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6 DISCUSSAO

Resultados deste estudo evidenciaram que o volume salivar foi
significativamente menor nos pacientes irradiados em regido de cabeca e pescogo
quando comparados aos pacientes nao irradiados saudaveis. As dosagens de EGF
e MMP-9 salivar foram menores nos pacientes submetidos a RT quando
comparados ao grupo controle, enquanto a dosagem dos demais biomarcadores
salivares investigados (RANK, RANKL, OPG e VEGF) nao apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos.

Um dos efeitos primarios da radiagdo em regiao de cabega e pescogo € o
dano funcional e estrutural as glandulas salivares com consequente redugdo da
quantidade e alteracdo da qualidade da saliva (STONE et al.,2003; VISSINK et
al.,2003). Estas alteragcdes tornam a cavidade oral mais susceptivel a doencgas
bucais, como carie de progressdo rapida, gengivite, periodontite, infecgdes
oportunistas e ORN, tendo em vista a funcao protetora do fluido salivar (ASIKAINEN
et al., 2017; JANSMA et al., 1992). Estes efeitos tardios da RT impactam
drasticamente na qualidade de vida desses pacientes (COOPER et al., 1995; NABIL
e SAMMAN, 2011).

A baixa concentracdo do EGF salivar encontrada nos pacientes
irradiados da pesquisa pode ser explicada pela degeneracio das estruturas acinares
provocadas pelo efeito da radiagao ionizante, uma vez que maior parte do EGF
salivar é derivado das células acinares das glandulas salivares, principalmente
pardtida (INO et al., 1993). Alguns autores relataram resultados semelhantes,
evidenciando a diminuicdo do EGF salivar durante o tratamento radioterapico e
correlacionando sua diminuicdo com o aumento do risco de desenvolvimento da
mucosite oral durante a RT, considerando o EGF como fator de protecdo da mucosa
oral (DUMBRIGUE et al, 2000; EPSTEIN et al., 1997 e 2000; NORMANDO et al.,
2017; OTON-LEITE et al., 2015).

Resultados do presente estudo demonstraram a redugao de EGF apods a
RT, na auséncia de mucosite, comprovando a permanéncia dos efeitos da radiacao
nos niveis de EGF mesmo apds o término da RT. Bernardes et al. (2011)

identificaram niveis significativamente menores de EGF salivar nos pacientes com
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diagndstico de CCE, em comparagdo com controle. Na presente pesquisa
observamos menores niveis de EGF em pacientes pés RT e a maioria dos
individuos da amostra (89,7%) apresentaram diagnéstico histopatoldgico confirmado
de CCE. Russo et al. (2016) encontraram resultados opostos, relatando aumento
significativo de EGF salivar pés RT, porém foram investigados apenas pacientes
com cancer em orofaringe e a mensuragao da dosagem dos biomarcadores foi 12
meses apos o término da RT em todos pacientes da amostra. A reducao do EGF,
consequentemente, inibe a estimulacdo da proliferacdo de fibroblastos e células
epiteliais na mucosa oral (BERLANGA-ACOSTA et al., 2009), podendo afetar o
processo de reparo tecidual.

EGF também é importante para a sintese das MMPs (ORTEGA et al.,
2003), podendo estar associado a reducdo da dosagem de MMP-9 encontrada nos
pacientes neste estudo. Paiva et al. (2017) e Ortega et al. (2003) relataram o papel
da MMP-9 no recrutamento dos osteoclastos e pré-osteoclastos, promovendo a
reabsorgcdo 6ssea. Nyman et al. (2011) mostraram que a auséncia de MMP-9 levou
a um aumento da densidade trabecular e consequente fragilidade 6ssea em fémur
de camundongos, evidenciando a participacdo da MMP-9 na manutengdo da
arquitetura 6ssea trabecular. Portanto, a baixa dosagem de EGF e MMP-9 apds a
RT sugere maior susceptibilidade ao dano tecidual e redugdo no processo de
cicatrizagdo, uma vez que o EGF participa do reparo epitelial (BERLANGA-ACOSTA
et al., 2009) e a MMP-9 atua na degradacao da matriz de colageno (PAIVA et al.,
2017). Uma vez que a MMP-9 esta diretamente relacionada ao metabolismo ésseo
(NYMAN et al.,, 2011), sua baixa concentracao salivar em pacientes irradiados
identificada em nosso estudo também pode estar associada ao comprometimento do
processo de remodelagcado dssea nestes pacientes, tornando o osso alveolar menos
responsivo as injurias e infeccgoes.

O RANK é uma proteina transmembrana expressa na parede dos
osteosclastos; 0 RANK-L é o seu ligante responsavel pela ativagédo e diferenciagéo
dos osteoclastos (HANADA et al., 2011; LUI et al., 2010); o OPG compete com
RANK-L pela ligagdo RANK (HANADA et al., 2011). RANK/RANK-L/OPG atuando
em harmonia sao essenciais para o equilibrio do processo de remodelacdo 6ssea
(KEARNS, KHOSLA e KOSTENUIK, 2008). Alguns estudos mostram a relagao entre
perda Ossea e tecidual periodontal e a razdo RANK-L/OPG (BELIBASAKIS e
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BOSTANCI, 2012; GARLET et al. 2006). Os resultados do presente estudo nao
evidenciaram diferenga significativa entre as dosagens desses biomarcadores entre
grupos, sugerindo que embora a radiagao ionizante afete o processo de reparo
0sseo via reducao de MMP-9, os mecanismos controlados pelo eixo RANK/RANK-
L/OPG ndo sao afetados como ocorre na doenca periodontal. Desta forma, é
possivel que o efeito da RT em osteoclastos seja menos expressivo que o dano
causado ao endotélio da medula éssea, mais relevante nos processos de reparo.
Assim, o dano aos osteoclastos seria secundario, decorrente da reducdo da
vascularizagdo e da alteragdo do mecanismo de produgdo do colageno. Por outro
lado, talvez a saliva ndo seja o melhor meio para avalicdo desses biomarcadores
especificos, ou, alternativamente, o tamanho da amostra pode nao ter sido suficiente
para demonstrar diferengas significativas entre os grupos, uma vez que a dosagem
de RANK-L foi maior nos controles, com valor marginal de p (0,051).

Segundo Stegen et al. (2015), o VEGF esta fortemente associado a
angiogénese do reparo tecidual. Além disso, o VEGF possivelmente atua
diretamente na funcdo de osteoblastos, regulando quimiotaxia, proliferacédo e
diferenciagao de osteoblastos. Assim, o VEGF ¢ indispensavel para a angiogénese e
osteogénese e é o principal agente que correlaciona os dois processos durante o
reparo 6sseo (HU e OLSEN, 2016). Diante disso, ndo seria o esperado a auséncia
de diferenga significativa na dosagem de VEGF quando comparamos pacientes
irradiados em regidao de cabega e pesco¢co com o controle. A variagao do periodo
pos-RT entre os pacientes, a dosagem do VEGF em unico time point e a discreta
variagao na dose de radiacdo recebida entre os pacientes podem ter influenciado
este resultado, o qual acreditamos que deva ser confirmado em estudos futuros.

Pacientes submetidos a RT e quimioterapia apresentaram maiores
dosagens de VEGF e MMP-9, sendo que a MMP-9 nao foi detectada em pacientes
apenas irradiados, sugerindo influéncia da quimioterapia no aumento do VEGF e
MMP-9 decorrente da reconstituicdo da resposta imune-inflamatéria apdés o
tratamento quimioterapico, levando a ativagcdo das vias de angiogénese e reparo
tecidual. Otton-leite et al., 2015 encontraram resultados semelhantes, porém a
avaliacdo foi realizada apenas durante o periodo de radioterapia e quimioterapia.

Portanto, trabalhos avaliando MMP-9 e VEGF salivar durante e apds o tratamento
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radioterapico concomitante a quimioterapia em diversos time points padronizados
poderdo ajudar a elucidar esta questéao.

Algumas limitagbes deste estudo podem ser evidenciadas. A ocorréncia
de hipossalivagéo nos pacientes irradiados gera limitagcdo ou impedimento na coleta
de saliva, resultando em exclusdo de pacientes e impossibilidade de mensuragao da
dosagem de alguns biomarcadores em algumas amostras. Ademais, esta
caracteristica limitaria 0 uso de saliva como meio diagnéstico/ progndstico nestes
pacientes. Outra limitagcdo do estudo é a avaliacdo dos biomarcadores apenas em
um momento apds a RT, com variagado entre o periodo pds-RT entre os pacientes.
Estudos longitudinais avaliando a dosagem desses biomarcadores antes, durante e
apos o tratamento radioterapico seriam de grande contribui¢gdo. Por fim, devido a
baixa prevaléncia de ORN na amostra estudada, ndo foi possivel avaliar a
associacao entre os biomarcadores e a ocorréncia de ORN.

Lahdentausta et al. (2018) ressalta que o tabagismo atual ou prévio
recente (menos de um ano sem fumar) representam um fator de confusdo na
expressao de biomarcadores salivares da periodontite, uma vez que componentes
nocivos da fumaga do cigarro possuem um efeito inibitorio na cicatrizagdo de feridas.
Os efeitos do tabagismo consistem na redugdo da vascularizagdo pela nicotina,
diminuicdo do transporte e metabolismo do oxigénio pelo monéxido de carbono e
inibicdo dos sistemas enzimaticos pelo cianeto de hidrogénio (SILVERSTEIN et al.,
1992). Em nosso estudo, 75,9% dos pacientes eram tabagistas prévios, porém todos
com pelo menos um ano de abandono do habito. Portanto, acreditamos que os
possiveis efeitos do cigarro na dosagem dos biomarcadores neste estudo foram
minimizados, apesar de nao ter sido feito pareamento com os controles em relacéo

ao habito de fumar.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que a radioterapia em regido de
cabeca e pescoco leva a reducdo do volume salivar bem como dos niveis salivares
de EGF e MMP-9. A concentragdo reduzida desses biomarcadores pode estar
associada com alteragdo nos processos de reparo tecidual e de remodelagao 6ssea
desses pacientes, os quais por sua vez podem estar envolvidos na patogenia de
algumas complicagdes tardias da radioterapia.

Apesar de nao terem sido encontradas diferengas nos niveis de VEGF,
consideramos importante a continuidade de estudos incluindo esta proteina devido a
importancia da mesma nos processos de reparo tecidual. O eixo RANK/RANK-
L/OPG deve ser investigado em outros tecidos e fluidos em pacientes irradiados,
uma vez que na saliva ndo foram identificadas alteragcdes de suas concentragdes.
Pacientes submetidos a radioterapia associada a quimioterapia apresentaram
maiores dosagens de VEGF e MMP-9, podendo esta diferengca ser decorrente da

reconstituicdo da resposta imune-inflamatéria apés o tratamento quimioterapico.
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