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RESUMO
Metaloproteinases de matriz (MMPs) participam de diversos processos fisiologicos e
patolégicos no organismo, devido a sua fungao de remodelagdo da matriz extracelular.
A metaloproteinase-9 (MMP-9) é a mais abundante e importante na remodelagéo
tecidual e 6ssea. A radioterapia (RT) para o tratamento do cancer de cabecga e
pescogo pode causar danos as glandulas salivares, mucosa bucal, dentes, podendo
ocasionar alteragcbes como hipossalivagdo, mucosite, caries, osteorradionecrose. O
propésito dessa pesquisa foi investigar a concentragdo da MMP-9 salivar em
pacientes irradiados em regido de cabega e pesco¢co comparando com individuos
saudaveis. Estudo aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da UFMG
(CEP/UFMG; CAAE: 85229518.9.0000.5149) e participantes assinaram o TCLE.
Realizado um estudo transversal pareado, 25 pacientes submetidos a irradiagdo em
regido de cabega e pescogo e 25 controles nunca expostos, pareados por idade e
sexo. Pacientes selecionados do projeto de extensdo da FAO-UFMG e
acompanhantes foram recrutados para o grupo controle no mesmo periodo, seguindo
critérios de incluséo e exclusdo. Amostra de saliva ndo estimulada processada e a
concentragdo de MMP-9 estabelecida pela técnica de ELISA. Analise descritiva e teste
de Wilcoxon (IBM SPSS Statistics®) realizados e valores de p <0,05 considerados
estatisticamente significativos. Observou-se diferenga estatisticamente significativa
(p<0,05) do volume salivar e dos niveis de MMP-9 salivar entre grupo irradiados e
grupo controle, menor no grupo irradiados. Conclui-se que RT afeta o funcionamento
fisiologico de glandulas salivares e a expressao da MMP-9 salivar. Esta reducéo de
MMP-9 salivar pode estar relacionada ao desenvolvimento das alteragbes bucais

frequentemente apresentadas pelos pacientes irradiados.

Palavras chave: Cancer de cabeca e pescoco. Radioterapia. Metaloproteinase 9.

Saliva. Cicatrizagao.



ABSTRACT
Matrix metalloproteinases (MMPs) participate in several pathological and physiological
processes in the body, due to their role in remodelling the extracellular matrix.
Metalloproteinase-9 (MMP-9) is the most abundant and important in tissue and bone
remodelling. Radiotherapy (RT) for the treatment of head and neck cancer can cause
damage to the salivary glands, oral mucosa, teeth, and can cause changes such as
hyposalivation, mucositis, dental caries, and osteoradionecrosis. The purpose of this
research was to investigate the concentration of salivary MMP-9 in irradiated patients
in the head and neck region compared to healthy ones. Study approved by the
Research  Ethics  Committee of the UFMG (CEP/UFMG; CAAE:
85229518.9.0000.5149) and participants signed the consent form. A paired cross-
sectional study carried out, 25 patients undergoing irradiation in the head and neck
region and 25 never exposed controls, matched for age and sex. Selected patients
from the extension project of the FAO-UFMG and companions recruited into the control
in the same period, following inclusion and exclusion criteria. Sample of unstimulated
saliva processed and the concentration of MMP-9 established by the ELISA assay.
Descriptive analysis and Wilcoxon test (IBM SPSS Statistics®) performed and values
p <0.05 considered statistically significant. There was a significant difference (p <0.05)
in salivary volume and levels of salivary MMP-9 between irradiated group and control
group, lower in the irradiated group. In conclusion, the RT affects the physiological
functioning of salivary glands and the expression of salivary MMP-9. This reduction in
salivary MMP-9 may be related to the development of oral changes frequently seen in

irradiated patients.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer de cabecga e pescogo

Segundo Ferlay et al. (2015) e Calver et al. (2017), o cancer de cabeca e
pescoc¢o € um dos mais prevalentes canceres no mundo, assumindo a sétima posicao
de diagndsticos em 2012. Canceres de diferentes localizagdes como, por exemplo,
cancer de labio, boca, nasofaringe, faringe e laringe compdem o grupo de cancer de
cabeca e de pescoco (CALVER et al., 2017).

Além da alta frequéncia, o prognéstico do cancer de cabega e pescogo depende
de algumas variaveis como fatores epidemiolégicos, localizagado anatémica e estagio
da doenga (CHOW, 2020). Somada a essas variantes, o intervalo de tempo entre o
diagnostico e o inicio do tratamento oncologico também afeta favoravel ou
desfavoravelmente o progndstico. Esse atraso para se iniciar o tratamento aumenta a
quantidade de casos nos estagios clinicos Il e IV, com isso muitos dos tumores
malignos se tornam mutiladores devido a tratamentos agressivos ou em tumores
intrataveis. O retardo para tratar, portanto, influencia na perda de importantes fungdes
motoras de estruturas nobres, bem como na taxa de sobrevida desses pacientes
(COCA-PELAZ et al., 2018). Ademais, prognosticos associados a HPV-positivo em
carcinoma de células escamosas de orofaringe tem se apresentado favoravel ao
tratamento em relacdo aos pacientes HPV-negativo (DIRETRIZES-SBOC,2012;
MARUR, 2016).

Neoplasia maligna de cabecga e de pescogo esta diretamente relacionada a
percepcao dolorosa, perda de funcbes motoras e sensitivas do sistema
estomatognatico o que pode dificultar a mastigacdo, a degluticdo, isso acontece
porque a massa tumoral maligna cresce e invade tecidos profundos e, assim, causa
alteracdes funcionais (YAN; AGRAWAL; GOOI, 2018). Ademais, esses tumores
malignos podem comprometer esteticamente o paciente, uma vez que em alguns
casos ocorre significativas resseccgdes de fragmentos de tecidos 6sseos e/ou tecidos
faciais como uma das formas de tratamento (CHOW, 2020).

Além de severa implicagdo psicossocial em decorréncia das desfiguragdes
faciais que as cirurgias ressectivas podem causar aos pacientes que sdo submetidos
a tratamento cirurgico, como também a necessidade de lidar com morte iminente.

Cirurgias reconstrutivas podem contribuir para melhorar a qualidade de vida dessas
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pessoas, no entanto, a expectativa dos pacientes mutilados geralmente é dificil de ser
alcangada, visto que o cirurgido em muitos casos néo tem tecido suficiente para tal
reabilitacdo ou a regido afetada nao possibilita esse tipo de cirurgia reconstrutiva
(ALIAS; HENRY, 2018).

1.2 Tratamento do cancer com radioterapia e/ou quimioterapia

Cirurgia, radioterapia e quimioterapia sdo tratamentos utilizados sozinhos ou
de maneira combinada para o tratamento de cancer de cabeca e de pescoco; a
escolha depende tanto da localizagao primaria do tumor como também do estagio da
doencga conforme o sistema de classificagdo TNM (T-sitio do tumor primario; N-
linfonodos afetados; M-metastases a distadncia) dos tumores malignos (MARUR,
2016).

A terapia com radiacdo e medicamentos quimioterapicos tem um importante
papel no tratamento oncoldgico, como é evidenciado pela meta-analise de Blanchard
et al. (2015) que apresenta resultados positivos em relagdo a sobrevida global,
sobrevida livre de progressao, redugédo de recidiva locoregional e a distancia. No
entanto, a toxicidade as células saudaveis da mucosa bucal, de glandulas salivares,
musculos constritivos da faringe, glandulas tireoide aumentam com longos periodos
de tratamento radioterapico em decorréncia da absorgao pelos tecidos e com a
administracao de doses de radioterapia superiores a 55Gy (Gray) (MARUR, 2016).
Apesar de especialistas utilizarem protocolos de fracionamento de radioterapia que
tém por objetivo equilibrar a eficacia antitumoral e protegdo aos tecidos saudaveis
(SEMRAU, 2017), ainda assim, tém-se negativas consequéncias do tratamento
radioterapico, como a hipossalivagcdo (causando xerostomia), disfagia,
hipotireoidismo, mucosite (MARUR, 2016; EVANS, 2017; HAUSSMANN et al., 2019).

Ademais, a quimioterapia associada a RT para o tratamento do cancer
potencializam as complicagdes causadas pela RT, como hipossalivagao, mucosite,
disfagia, infecgao. Essas complicagdes também sao relatadas durante os tratamentos
apenas quimioterapicos e quimioradioterapicos, porém com diferencas na severidade
de acometimento (BELLM et al.,2000; SCULLY, EPSTEIN e SONIS, 2003).

De acordo com Dawes et al. (2015), os danos causados as glandulas salivares
pela irradiacao para o tratamento do cancer de cabecga e pescoco interfere reduzindo

a producao e a consequente secregao de saliva para a cavidade bucal. Jellema et al.,
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(2007) demonstraram que a qualidade da saliva é alterada para pegajosa devido a
alteracdo da composicdo da saliva. A radioterapia ndo somente afeta as células
tumorais, bem como células saudaveis, ocasionando uma reacgao inflamatoria da
mucosa oral e orofaringea denominada mucosite, dificultando a mastigacdo e
degluticdo (STONE et al., 2003; VISSINK et al., 2003). Ainda conforme Stone e
Vissink, a osteorradionecrose € a complicagdo mais severa que pode ocorrer em
decorréncia da exposicdo Ossea a irradiacdo. O desenvolvimento da
osteorradionecrose (necrose dos ossos maxilofaciais) pode ser desencadeada devido
a traumas, exodontias, procedimentos periodontais, biopsias, infec¢des, higienizagao
deficiente na regido submetida a irradiagéo. A radioterapia afeta o processo cicatricial,
tornando o tecido mais fibroso e menos vascularizado, dessa forma, alterando a

capacidade de remodelagao 6ssea fisiologica.

1.3 Fluido biolégico (saliva humana)

Saliva é composta de uma mistura de substancias secretadas constantemente
por glandulas salivares. A constante produgéo e secregao de saliva pelas glandulas é
extremamente importante para se manter tanto dentes quanto mucosa oral e
esofagica saudaveis. Esse fluido complexo, além de lubrificar os tecidos bucais,
possui varias outras fungdes como, por exemplo, protecdo a abrasao mecanica,
quimica e térmica dos tecidos, reservatorio de ions no processo desmineralizagao e
remineralizardo dental, agdo antimicrobiana, participa do processo da digestéo, dentre
outras (DAWES et al., 2012).

Ainda de acordo com Dawes et al. (2015), o volume fisiolégico secretado de
saliva diariamente pelas glandulas é cerca de 0,6 litro. As taxas de fluxo salivar
normais estdo entre 0,3-0,4mL/min quando nao estimuladas e entre 1,5-2,0mL/min
quando estimulada. A saliva ndo estimulada € uma solucao hipotdnica e é constituida,
principalmente, por agua (99,5%), mucinas (em sua maioria por MUC5B e MUC7),
eletrélitos (sédio, potassio, calcio, magnésio, cloro, bicarbonato, fosfato, tiocianato,
fluoreto), enzimas (alfa-amilase), proteinas (histatina, estaterina, alfa e beta-
defensinas, lisozima), anticorpo como Ig-A secretora. Essa saliva ndo estimulada
possui uma composicao eletrolitica muito semelhante ao plasma ultrafiltrado.
Entretanto, quando ocorre estimulagdo de salivacdo, a composicao eletrolitica da

saliva é alterada, além de um expressivo aumento de sédio, bicarbonato e uma ligeira
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diminuicdo de potassio, magnésio, fosfato, tem-se a presencga de iodeto. Também se
observa alteracédo de pH quando acontece o estimulo de salivacdo. Ademais, o fluxo
salivar se comporta em conformidade com um ritmo circadiano em que o maior pico
acontece no fim da tarde e a extremamente baixo durante o sono.

Conforme Alali et al. (2020), a saliva pode ser utilizada como um fluido biolégico
para diagndstico, uma vez que a expresséo de biomarcadores se encontram alterados
no surgimento de patologias bucais, em presenca de doengas sistémicas, bem como
em cancer de cabecga e de pescogo. Ainda de acordo com essa revisdo sistematica,
estudos relatam alteragdes na expressao da gelatinase MMP-9 em tecidos e fluidos
biolégicos em diferentes doengas com potencial de malignidade e em céancer de
cabegca e pescogco. A MMP-9 pode ser encontrada na urina, plasma, liquido

cefalorraquidiano, fluido gengival crevicular e saliva.

1.4 MMP-9 (Metaloproteinase de matriz 9)

As metaloproteinases de matriz (MMPs) foram classificadas de MMP-1 a MMP-
28 e divididas em grupos de acordo com o substrato da matriz extracelular (MEC):
colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13), gelatinases (MMP-2, MMP-9), estromelases
(MMP-3, MMP-10, MMP-11), elastases e outras (ORTEGA et al., 2003; AL-DASOOQI
et al., 2009). As MMPs sao extremamente importantes para manter diversas fungoes
no organismo, tais como degradacao da matriz extracelular (MEC) para permitir a
migragéo celular, alteragcdo do microambiente da MEC resultando em alteragdo no
comportamento celular, modulagdo de moléculas biologicamente ativas; regulacao da
atividade de outras proteases e ligacao celular, proliferacao, diferenciacéao e apoptose.

Além das funcgdes fisiolégicas, as MMPs também participam em atividades
patolégicas, como em neoplasias malignas de cabega e pescogo, sendo a MMP-9
(gelatinase B) uma das gelatinases que participa dessas alteragdes, por exemplo, na
angiogénese tumoral (ORTEGA et al., 2003). Essa neoformagé&o vascular, segundo
relatam Ghallab e Shaker (2016), pode acontecer devido a gelatinase B aumentar a
expressao do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF).

A MMP-9 além de degradar elastina, fibrilina, laminina, gelatina e alguns tipos
de colagenos (IV, V, XI e XIV), também participa na ativacdo de fatores de
crescimento, por exemplo, fator de transformacgao do crescimento beta (TGF-B) e fator

de necrose tumoral alfa (TNFa). Em condigdes de normalidade, a MMP-9 é expressa
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por algumas células, trofoblastos, osteoclastos, leucdcitos, células dendriticas e os
precursores (CHAUDHARY et al., 2010).

De acordo com Ortega et al. (2003), as MMPs s&o essenciais para o
recrutamento de células precursoras hematopoiéticas, células hematopoiéticas e
células endoteliais durante processos fisioldégicos e patolégicos. E a MMP-9 é
fundamental para que ocorra o recrutamento celular, pois promove a ativacédo de
fatores de crescimento, por exemplo, VEGF necessario no recrutamento de células
endoteliais. Ela participa, portanto, do processo de angiogénese, reparo e
hematopoese.

Além da ativa participacdo na remodelacao tecidual, a MMP-9 também esta
envolvida em uma das vias do processo de remodelamento 6sseo normal. Enzima
com maior frequéncia observada no recrutamento de osteoclastos durante o processo
de remodelamento désseo fisiologico. A MMP-9 participa da ativagdo de varias
citocinas e fatores de crescimento, por exemplo, TNF-a que é uma substancia
importante para a promogao da osteogénese e sobrevivéncia dos osteoclastos (PAIVA
et al., 2017). A MMP-9 também é expressa durante o processo de ossificacéo
endocondral, estd presente na cartilagem que sera substituida por tecido 6sseo
(ORTEGA et al., 2003). Essa endopeptidase desempenha importante papel na
manutengdo da arquitetura e densidade trabecular, estudo realizado em fémur de
camundongos demonstrou que a auséncia de MMP-9 causa alteragao da estrutura
trabecular e aumenta a densidade desse osso (NYMAN et al., 2011).

Moraschini et al. (2019), através de revisdao sistematica, investigou
biomarcadores relacionados com o diagndstico, prognoéstico e severidade da
osteonecrose dos ossos maxilofaciais associada ao uso de medicacgao anti-absortiva.
Foram apresentados estudos em que a MMP-9 estaria entre os biomarcadores
envolvidos na osteonecrose. Todavia, concluem relatando a necessidade de novos
estudos, visto que ha pouca evidéncia clinica fundamentada nesses biomarcadores

para o diagndstico e prognostico.
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2 JUSTIFICATIVA

Radioterapia na regido de cabecga e pescog¢o pode desencadear alteragdes
na cavidade bucal, como hipossalivagao, mucosite, infecgdes, osteorradionecrose.
Considerando que a MMP-9 participa da remodelagéo fisiolégica tecidual e ssea,
supde-se que ela atue no desenvolvimento dos efeitos adversos da radioterapia em
cabeca e pescoco. A saliva, além de ser um fluido biolégico complexo e rico em
compostos, € um fluido de facil acesso, de baixo custo, de coleta simples e néo
invasiva e a MMP-9 pode ser dosada a partir dela. Portanto, o presente estudo
podera contribuir para elucidar os efeitos da radiagao nos niveis salivares de MMP-
9, a qual pode estar relacionada a patogenia das alteragdes bucais associadas a

radioterapia em cabega e pescoco.



15

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a concentragdo de MMP-9 (Metaloproteinase de matriz-9) em saliva de
pacientes irradiados em regido de cabega e pescog¢o, comparando com individuos

sistemicamente saudaveis e nao submetidos a irradiacao.

3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar e comparar o volume de saliva ndo estimulada produzida pelos
pacientes irradiados com o grupo controle;

e Dosar os niveis salivares de MMP-9 em pacientes submetidos a radioterapia e
grupo controle;

e Comparar os niveis dosados de MMP-9 entre pacientes e controles.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos e legais

Este estudo foi realizado de acordo com a Declaracdo de Helsinque e tanto a
pesquisa quanto o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
protocolo (CAAE 85229518.9.0000.5149).

4.2 Pacientes irradiados e grupo controle

Trata-se de um estudo transversal pareado, cuja amostra nao probabilistica foi
recrutada por conveniéncia, em fluxo continuo entre Janeiro de 2018 a Janeiro de
2019. O grupo caso foi composto de pacientes submetidos a radioterapia para o
tratamento de neoplasias malignas de cabeca e pescogo e atendidos no Projeto de
Extensao “Atendimento de suporte odontolégico ao paciente com cancer em regiao
de cabeca e pescogo”, da Faculdade de Odontologia da UFMG. O grupo controle foi
constituido por individuos sistematicamente saudaveis que ndo foram submetidos a
tratamento radioterapico associado ou ndo a quimioterapia e pareados por sexo e
idade com os pacientes participantes da pesquisa. Os controles foram selecionados
individuos que compareceram como acompanhantes nas clinicas da FAO-UFMG,
durante o mesmo periodo de recrutamento dos casos.

Foram estabelecidos critérios de exclusdo para os participantes deste estudo,
participantes que preencheram os critérios de inclusdo, mas com caracteristicas
adicionais, que poderiam interferir no sucesso do estudo ou aumentar o viés, foram,
portanto, excluidas. Foram excluidos da pesquisa pacientes e individuos com tumores
recidivantes, com sinais de doenga periodontal ativa (acumulo de biofilme préximo ou
na margem gengival e/ou calculo supragengival ou subgengival, bolsa periodontal,
sinais de inflamacéo, recessao gengival, sangramento ativo a sondagem (STEFFENS,
J. P.; MARCANTONIO, R. A. C., 2018), submetidos a procedimentos odontoldgicos
invasivos a menos de um més, em uso atual ou prévio de bisfosfonatos, anti-
inflamatodrios, antibiéticos, antifungicos no momento da coleta ou até um més antes,
portadores de doencas auto-imunes, portadores de imunodeficiéncia humana (HIV),

com doengas sistémicas n&o controladas (hipertensao arterial, diabetes mellitus) e
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participantes cujo volume salivar coletado foi insuficiente para a analise laboratorial.
Dados clinicos e demograficos foram coletados durante a anamnese. Todos os

participantes assinaram o Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

4.3 Coleta da saliva

A coleta da amostra de saliva ndo estimulada ocorreu sempre entre 14:00 e
16:00 horas na clinica de Odontologia, na Faculdade de Odontologia da UFMG. O
horario de funcionamento do projeto de extens&o coincidiu com o momento de maior
pico da taxa do fluxo salivar, visto que, de acordo com ritmo circadiano, ele ocorre no
final da tarde. O pode ter contribuido para os volumes coletados.

Os participantes foram orientados a nao ingerir bebida alcodlica, a nao fumar e
nao comer uma hora antes da coleta. Foi solicitado ao participante que fizesse a
remogao de proteses removiveis e depois entregue um copo com SmL de agua
destilada para que fosse feito um bochecho por 1 minuto com o objetivo de lavada a
boca antes da coleta. Em seguida, na posi¢gao assentada, os pacientes foram
orientados a acumular toda saliva produzida por 5 minutos em boca sem que fosse
realizado qualquer estimulo para a sua produgdo como, por exemplo, movimentos de
mastigagéo, degluticdo ou tentativa de fala. Apos os 5 minutos cronometrados, eles
foram orientados a cuspir em um tubo Falcon estéril que, depois, era mantido em caixa
de isopor com gelo até o processamento da amostra naquele mesmo dia no
Laboratorio de Patologia Experimental da Faculdade de Odontologia da UFMG.

Primeiramente, foi realizada a afericdo do volume salivar coletado por meio de
pipetas e registrada as quantidades de saliva em microlitros de cada amostra
coletada. Depois, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1500 rotacdes
por minuto e a 4° Celsius. Ao volume centrifugado adicionou-se solugao tampéao de
extragao de citocinas na proporgéo de 1:1 em volume. Por fim, foram feitas aliquotas

das amostras para serem armazenadas em freezer a -80°C.
4.4 Dosagem da MMP- 9
A MMP-9 foi quantificada através da técnica Enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA) empregando-se kits (R&D, DuoSet ELISA, R&D Systems, Inc.,

Minneapolis, MN, EUA). ELISA é um método analitico quantitativo que mostra reagbes



18

antigeno-anticorpo através da mudanga de cor obtida usando um conjugado
enzimatico e substrato enzimatico que servem para identificar/mensurar a presencga e
concentragcdo de moléculas em fluidos bioldgicos (AYDIN, 2015). Esse método pode
ser usado para medir substancias mesmo em concentragdes muito baixas, com quase
nenhum risco de interferéncia (AYDIN, 2015). Conforme a meta-analise de Shree et
al. (2018), o ELISA ja foi utilizado para a deteccado de MMPs em saliva, bem como a
MMP-9, gelatinase B estudada.

O protocolo da técnica (Sandwich ELISA) sera apresentado, sucintamente, a

seqguir:

1 - Sensibilizacdo das placas com anticorpo de captura, incubacédo 18 horas
4°C, seguida de lavagem;

2 - Adicao de tampéo de bloqueio (albumina sérica bovina [BSA] 1%), 1 hora,
seguida de lavagem;

3 - Adicao de 50 microlitros (uL) das amostras e controles;

4 - Incubacéo por 18 horas 4°C, seguida de lavagem;

5 - Adigao de 100 ul de anticorpo de detecgao;

6 - Incubacgao por 2 horas em temperatura ambiente, seguida por lavagem;

7 - Adigao de 100 ul de conjugado estreptavidina-peroxidase;

8 - Incubacgao por 20 min em temperatura ambiente, seguida por lavagem;

9 - Adicao de 100 pl de cromogeno (OPD);

10 - Incubagao das placas no escuro em temperatura ambiente com controle
visual;

11 - Adicao de 50 pl de solugao acido sulfarico (H2S04);

12 - Leitura em espectrofotdmetro, absorbancia de 490 nandmetros.
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4.5 Analise estatistica

Os resultados do estudo foram organizados para elaboragdo de um banco de
dados e posteriormente a analise estatistica, sendo utilizado os programas SPSS®
19.0 e GraphPad Prism® 7.0. A distribuicdo de normalidade foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Teste de Wilcoxon para amostras pareadas e teste Mann-Whitney para
amostras independentes foram empregados. A significancia estatistica foi

estabelecida em p<0,05.
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5 RESULTADOS

Foram selecionados 31 pacientes que se submeteram a radioterapia (RT),
associada ou ndo a quimioterapia. Dentre estes, seis foram excluidos do estudo por
ndo terem atingido o volume minimo de saliva para analise laboratorial. Portanto, a
amostra final foi composta de 25 pacientes, sendo que 56% (n=14) receberam RT e
quimioterapia e 44% (n=11) receberam RT sem quimioterapia para o tratamento do
tumor. O grupo controle foi composto por 25 individuos sistemicamente saudaveis,
nao irradiados, pareados por sexo e idade.

Conforme dados demograficos coletados, dentre os 25 pacientes, 19 eram
homens e 6 eram mulheres, representando 76% e 24% dos casos, respectivamente.
A média das idades foi de 59,64 anos, variando de 46 a 71 anos, com a maioria dos
pacientes na sexta (n=8) e sétima (n=12) décadas de vida, isto €, representando juntas
80% dos pacientes que participaram do estudo. Em seguida, os demais pacientes
participantes com 12% (n=3) na quinta e 8% (n=2) na oitava décadas de vida. Além
de observada a situagédo do edentulismo, apds analise, a média do numero de dentes
presente nas arcadas dentarias foi de 14,04 variando de 0 a 29 dentes presentes. A
maioria dos pacientes, 80% (n=20) ndo faziam uso de nenhum tipo de protese
removivel.

Dentre os pacientes da amostra pesquisada, a maioria deles residem na zona
urbana, representando 96% (n=12) dos casos e apenas um dos pacientes residia na
zona rural, representando 4% (n=1) dos casos.

Os hospitais de procedéncia com significativa frequéncia foram os Hospitais
Mario Penna, Luxemburgo, Hospital das Clinicas, Baleia e Sao Francisco que juntos
representaram 84% (n=21) da amostra da presente pesquisa e 16% (n=4) dos
pacientes realizaram os tratamentos em outros hospitais. A distribuicdo dos hospitais
de procedéncia sera detalhada a seguir na Tabela 1.

Ainda sobre o histérico médico, 76% (n=19) dos pacientes foram submetidos
a procedimentos cirurgicos, além da radioquimioterapia. De maneira mais detalhada,
o grupo de pacientes submetidos apenas a RT, 100% (n=11) deles foram submetidos
a cirurgia, enquanto o grupo de pacientes submetidos a RT concomitante a
quimioterapia, uma parte do tratamento foi cirurgico sendo esse percentual de 57,1%
(n=8) e os outros 42,9% (n=6) nao realizaram nenhum tipo de cirurgia como forma

terapéutica.
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Tabela 1 — Hospital de procedéncia dos pacientes

Hospital Frequéncia Porcentagem
Mario Penna 7 28,0
Luxemburgo 5 20,0
Hospital das Clinicas 4 16,0
Baleia 3 12,0
Séo Francisco 2 8,0
Vila da Serra 1 4,0
Mario Penna e Luxemburgo 1 4.0
CEROM 1 4,0
Vera Cruz 1 4.0

Fonte: propria autoria

Os pacientes participantes da pesquisa relataram doencgas sistémicas como,
por exemplo, hipertensdo e diabetes que somadas representam 32% (n=8) dos
pacientes. Também foi relatado, com baixa frequéncia, doenca enddcrina e
cardiovascular que representam juntas 8% (n=2). Por fim, 60% (n=15) dos pacientes
nao relataram doengas sistémicas. Ainda de acordo com relato, 40% (n=10) deles
informou uso de medicamento controlado. A frequéncia das doencgas de base sera
detalhada na Tabela 2.

Tabela 2 — Doencgas sistémicas relatadas pelos pacientes

Doenca sistémica Frequéncia Porcentagem
N&o relatou 15 60,0
Hipertensao 6 24,0
Diabetes 2 8,0
Outra doencga endécrina 1 4.0
Outra doenca cardiovascular 1 4,0

Fonte: propria autoria

Ainda durante questionamento, 76% (n=19) dos pacientes informaram ter sido
tabagistas previamente ao diagndstico da doencga e, que a partir desse momento
interromperam o habito, ja 8% (n=2) relataram ainda serem tabagistas mesmo apés o

tratamento oncolégico. Por fim, 16% (n=4) dos pacientes relataram nunca terem
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fumado. Quanto ao habito etilista, 48% (n=12) dos pacientes informaram fazer uso de
bebida alcoolica previamente ao diagndstico, mas que parou com o habito apds o
tratamento e 28% (n=7) relataram que ainda permaneciam com esse habito. Apenas
24% (n=6) dos pacientes disseram nunca ter tido o habito de ingerir bebida alcbolica.

Quanto a dose total de radiagao recebida, os pacientes que foram submetidos
apenas a radioterapia receberam, de acordo com a mediana, dose de 60Gy e o
tratamento havia finalizado ha 14 meses do inicio do presente estudo. Ja os pacientes
que foram submetidos a quimioradioterapia receberam, valor também referente a
mediana, dose de 66Gy e o tratamento finalizado ha 8 meses.

Dentre os pacientes presentes no estudo, 8% (n=2) desenvolveram
osteoradionecrose previamente ao inicio desta pesquisa e esse quadro foi
solucionado anteriormente a coleta da saliva. J& os demais 92% (n=23) nao
desenvolveram esse tipo de patologia previamente ao estudo.

As localizagbdes do tumor primario foram detectadas em diferentes regides da
cabeca e do pescogo dos pacientes da presente pesquisa. A histologia de carcinoma
de células escamosas foi uma das mais frequentes, sendo representada por 88%
(n=22) das neoplasias malignas de cabeca e pescogo. Quanto ao estadiamento
clinico, 36% (n=9) dos tumores foram classificados como T4 e 44% (n=11) como NO.

As caracteristicas dos tumores serdo detalhadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas dos tumores

Localizagao do tumor Frequéncia Porcentagem
Orofaringe nao especificada 7 28,0
Laringe 6 24,0
Soalho de boca 6 24,0
Trigono retromolar e gengiva 2 8,0
Amigdala 1 4.1
Orbita 1 4.1
Nasofaringe 1 41
Seio piriforme a direita 1 4.1
Total 25 100,0
Classificacao Histolégica Frequéncia Porcentagem

Carcinoma de células escamosas 22 88,0




23

Linfoma
Adenocarcinoma
Carcinoma Adenoide Cistico
Total

Estadiamento T

- w N A

Total
Faltante
Estadiamento N
0
2
1
3
Total

Faltante

1
1
1
25
Frequéncia
9

6
6
2
23
2

Frequéncia
11

24

4,0
4,0
4,0
100,0
Porcentagem
36,0
24,0
24,0
8,7
92,0
8,0
Porcentagem
44,0
28,0
12,0
12,0
96,0
4,0

Fonte: propria autoria

O volume total de saliva ndo estimulada coletada nos pacientes irradiados

(n=25) foi significativamente menor quando se compara ao grupo controle (n=25)

(p<0,05, teste de Wilcoxon). De maneira semelhante, quando se compara o volume

salivar obtido do grupo controle (n=11) dos grupos de pacientes apenas irradiados

(n=11) e grupo de pacientes submetidos a radioterapia associada a quimioterapia

(n=14), nota-se também um resultado significativamente menor no grupo dos

pacientes. Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo

de pacientes submetidos apenas a irradiagdo (n=11) e o grupo de pacientes

submetidos a radioquimioterapia (n=14) (teste de Mann-Whitney). Os volumes

salivares encontram-se detalhados a seguir no grafico 1A, 1B e 1C.
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Grafico 1. Comparacao do volume salivar entre grupo controle e pacientes

irradiados.
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Fonte: prépria autoria

No grafico 1-A: observa-se o volume salivar total de todas as mostras do grupo controle e dos pacientes
irradiados. O volume salivar minimo obtido no grupo controle foi de 400,00uL, o volume salivar maximo
7000,00uL e a mediana encontrada de 1200,00uL. Ja no grupo de pacientes irradiados o volume salivar
minimo obtido foi de 50,00uL, o volume salivar maximo de 1880,00uL e a mediana encontrada de
550,00puL. (P= 0,0002 Teste Wilcoxon)

No grafico 1-B: observa-se o volume salivar das amostras do grupo controle e dos pacientes apenas
irradiados. O volume salivar minimo obtido no grupo controle foi de 650,00uL, o volume salivar maximo
4000,00uL e a mediana encontrada de 1100,00 pyL. Enquanto que no grupo dos pacientes apenas
irradiados o volume salivar minimo obtido foi de 50,00uL, o volume salivar maximo 1880,00uL e a
mediana encontrada de 500,00uL. (p= 0,0322 Teste Wilcoxon)

No grafico 1-C: observa-se o volume salivar das amostras do grupo controle e dos pacientes
submetidos a radioquimioterapia. O volume salivar minimo obtido do grupo controle foi de 400,00uL, o
volume salivar maximo 7000,00uL e a mediana encontrada de 1350,00uL. Ja o volume salivar minimo
obtido no grupo de pacientes submetidos a radioquimioterapia de 200,00uL, o volume salivar maximo
1300,00pL e a mediana encontrada de 700,00uL. (p= 0,0046 Teste Wilcoxon)
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Ao comparar os resultados das concentracbes de MMP-9 salivar dos pacientes
que receberam RT e RT associada a quimioterapia (n=25) com os individuos do grupo
controle (n=25), foi observado diferenga estatisticamente significativa entre os dois
grupos (p=0,014, teste de Wilcoxon), sendo observada menor concentracdo de MMP-
9 salivar no grupo dos pacientes irradiados. No entanto, ao comparar os niveis de
MMP-9 salivar no grupo dos pacientes que receberam RT e quimioterapia
concomitantemente (n=14) com o grupo controle (n=14) ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa (p=0,244, teste de Wilcoxon). E ao comparar as
dosagens de MMP-9 salivar dos pacientes submetidos apenas a radioterapia (n=11)
com grupo controle (n=11) nao foi detectada MMP-9 salivar nas amostras (p=0,031,
teste de Wilcoxon). Os resultados das dosagens de MMP-9 salivar serdao detalhados

a seguir nos graficos 2, 3, 4.

Grafico 2 — Dosagem de MMP-9 salivar no grupo controle e em todos os

pacientes (n=25).
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Fonte: prépria autoria

A dosagem minima da MMP-9 obtida no grupo controle foi de 0,00pg/mL, a dosagem maxima
1109pg/mL e a mediana encontrada foi de 87,3pg/mL. Enquanto que o grupo dos pacientes irradiados
a dosagem minima foi de 0,00pg/mL, a dosagem maxima 788,3pg/mL e a mediana 0,00pg/mL
(p=0,014, teste de Wilcoxon).
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Grafico 3 — Dosagem de MMP-9 salivar no grupo controle e no grupo dos

pacientes que se submeteram a radioterapia e a quimioterapia (n=14).
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Fonte: propria autoria

A dosagem minima da MMP-9 obtida no grupo controle foi de 0,00pg/mL, a dosagem maxima
679,2pg/mL e a mediana encontrada foi de 76,8pg/mL. Enquanto que no grupo dos pacientes a

dosagem minima foi de 0,00pg/mL, a dosagem maxima 798,3pg/mL e a mediana 0,00pg/mL (p=0,244
teste de Wilcoxon).

Grafico 4 — Dosagem de MMP-9 salivar no grupo controle e no grupo dos

pacientes submetidos apenas a radioterapia (n=11).
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A dosagem minima da MMP-9 obtida no grupo controle foi de 0,00pg/mL, a dosagem maxima
1108,8pg/mL e a mediana encontrada foi de 236,9pg/mL. Enquanto que para o grupo dos pacientes a
dosagem minima foi de 0,00pg/mL, a dosagem maxima 0,00pg/mL e a mediana 0,00pg/mL (p=0,031,

teste de Wilcoxon).
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6 DISCUSSAO

Analise dos resultados do presente estudo demostraram que o volume salivar
do grupo de pacientes irradiados de cabecga e pescoco foi significativamente menor
quando se compara ao grupo controle. Além disso, constatou que a dosagem de
MMP-9 também foi significativamente menor em pacientes submetidos a irradiagao
em comparagao aos individuos controle. No entanto, quando se compara a expressao
da MMP-9 entre os grupos de pacientes apenas irradiados e o grupo de pacientes que
foram submetidos a quimioradioterapia, a MMP-9 nio foi detectada nas amostras do
grupo de pacientes que receberam apenas RT.

No estudo de Otton-Leite et al. (2015) também se verifica diminuigdo da
concentracdo de MMP-9 na saliva de pacientes ao longo da realizagao do tratamento
radioquimioterapico, embora o objetivo principal destes autores tenha sido a avaliagao
do efeito da laserterapia em mediadores inflamatérios presentes na saliva.

Pele, mucosa, tecidos subcutaneos, tecido 6sseo, glandulas salivares sao
afetadas pelas sessdes de RT na regido de cabega e pesco¢co em tratamentos
oncoldégicos. Os tecidos das glandulas salivares sofrem severos danos ao parénquima
e aos sistemas de ductos devido a irradiagdo, causando assim prejuizo estrutural e
funcional a essas células. Como consequéncia dessa terapia, tém-se a diminuigao do
fluxo salivar normal, mudanc¢a da composic¢ao da saliva, comprometendo dessa forma
a qualidade da saliva (STONE et al.,, 2003; VISSINK et al., 2003). Portanto, a
diminuicdo do volume salivar pés-RT encontrada no presente estudo esta de acordo
com o relatado na literatura.

Conforme Ortega et al. (2003) e Paiva et al. (2017), a MMP-9 é a mais
abundante e importante no processo de reabsorgdo 6ssea, uma vez que participa do
recrutamento de pré-osteoclastos, osteoclastos e atua também na biodisponibilidade
de fatores de crescimento e de varias citocinas, substancias estas sinalizadoras
responsaveis pelo o remodelamento 6sseo. Ainda com base nesses estudos, a MMP-
9 é expressa durante o desenvolvimento cartilaginoso e 6sseo normal. Ambos autores
e colaboradores em seus estudos utilizaram camundongos nulos de MMP-9, diante
dos resultados relataram uma ossificagcdo endocontral anormal e justificada pela
substituicdo inadequada da matriz cartilagionosa pela matriz 6ssea, visto que o
recrutamento de osteoclastos estava prejudicada devido a biodisponibilidade de

fatores de crescimento e também atraso da invasido vascular. Diante desses
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resultados, a baixa e/ou nula expressdo de MMP-9 evidenciada nos pacientes
submetidos a irradiacdo no presente estudo corroboram com a alteracéo do processo
cicatricial 6sseo, 0 que torna esses pacientes mais susceptiveis a infec¢des e
necroses 0sseas.

Neyman et al. (2011) demostrou, também através de experimento com
camundongos como Ortega et al. (2003), que a auséncia de MMP-9 fez com que
acontecesse alteracdo da arquitetura, da estrutura cortical e densidade mineral
trabecular no fémur desses animais. Esse experimento evidenciou que camundongos
nulos de MMP-9 tinham uma quantidade maior de trabéculas ésseas, porém eram
mais finas quando se comparou ao grupo controle. O osso cortical nos camundongos
nulos de MMP-9 se apresentou mais forte em relagdo ao grupo controle, mas com
menor tenacidade e deflexdo, isto €, menor resisténcia. Ja a densidade mineral
trabecular nos camundongos nulos de MMP-9 foi menor do que o grupo controle.
Essas alteragdes ndo apenas reduzem a resisténcia a fratura, bem como contribuem
para que ocorra fratura osteoporética. Diante do exposto, a baixa dosagem da MMP-
9 salivar nos pacientes submetidos a RT apresentada nos resultados deste estudo
sugere um risco aumentado para injurias tanto aos tecidos bucais quanto ao tecido
0sseo, além de um potencial risco para infecgdes. Visto que a MMP-9, de acordo com
as evidencias apresentadas, esta intrinsicamente envolvida no processo de
remodelagao tecidual e 6ssea, bem como em reparo de feridas.

Segundo Lahdentausta et al. (2018), o tabagismo atual ou prévio (menos de
um ano sem fumar) pode afetar a expresséo de biomarcadores presentes na saliva
para periodontite, inclusive a expressdo da MMP-9. Nesse estudo ndo sé relataram
pesquisas anteriores, como também puderam evidenciar os baixos niveis dessa
enzima em pacientes com o habito de fumar. Diante disso, o processo de cicatrizagao
de feridas na cavidade bucal se torna comprometido. O cianeto de hidrogénio,
monoéxido de carbono e, principalmente, nicotina, substancias presentes na fumaca
dos cigarros, causam anoxia tecidual, hipoxia celular, vasoconstricdo, reduz a
capacidade das hemacias de carrearem oxigénio e causa intoxicagao ao sistema de
enzimas necessarias para cicatrizacao de feridas. Portanto, essas alteragdes
evidenciadas inibem o processo fisiolégico de cicatrizacdo (SILVERSTEIN et al.,
1992). Na presente pesquisa, 84% dos pacientes participantes relataram serem
tabagistas prévios e/ou atuais, porém 76% deles deixaram de ser fumantes com uma

margem minima de um ano e, 8% continuaram com o habito de fumar apds o



30

tratamento oncoldgico. Portanto, o tabagismo pode ter contribuido para reduzir os
niveis de MMP-9 salivar nos pacientes estudados, apesar de nao ter sido realizado

estudo pareado com os individuos do nosso grupo controle.
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7 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou reducdo do volume salivar e da concentragcdo de
MMP-9 em saliva de pacientes submetidos a radioterapia de cabeca e pescogo. A
diminui¢cdo da concentragdao da MMP-9 salivar pode estar associada a alteragcdo dos
processos de remodelamento tecidual, 6sseo e ao reparo de feridas, os quais podem
estar envolvidos em patologias bucais, como mucosite, hipossalivagao,
osteorradionecrose. A quimioterapia parece influenciar na concentragao salivar de
MMP-9. Estudos futuros em amostras teciduais e em pacientes com
osteorradionecrose poderao elucidar o papel desta enzima nas alteragdes bucais dos

pacientes submetidos a radioterapia de cabeca e pescoco.
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