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RESUMO

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é conhecido por ter grande
atuacao nos processos de angiogénese, inclusive na regeneragao da mucosa oral. A
radioterapia em cabecga e pescogo produz toxicidades graves na boca e varios estudos
relacionaram alguns desses efeitos ao VEGF. Além disso, a radioterapia em cabega
e pescogo provoca alteragdes quantitativas e qualitativas na saliva. O presente estudo
objetivou investigar a concentragdo do VEGF na saliva de pacientes submetidos a
tratamento radioterapico em regido de cabega e pescogo, comparando com individuos
nao irradiados. Foram coletadas amostras de saliva ndo estimulada de 24 pacientes
irradiados e 24 nao irradiados pareados por sexo e idade, que constituiram o grupo
controle. As amostras de saliva foram quantificadas volumetricamente e a dosagem
do VEGEF foi feita pela técnica de ELISA. Anadlise estatistica foi realizada e valores de
‘P’ menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Nao foi
observada diferenga (p>0,05) entre a concentracdo de VEGF na saliva de pacientes
irradiados e o grupo controle. Pacientes irradiados apresentaram redugao do volume
salivar (p<0,05). Conclui-se que pacientes submetidos a radioterapia em regido de
cabecga e pesco¢o ndo apresentam alteragao significativa do VEGF na saliva. Devido
a relevancia do VEGF nos mecanismos fisioldgicos e patoldogicos da cavidade bucal,
consideramos importante a continuidade de estudos sobre este biomarcador em
pacientes oncologicos, a fim de elucidar melhor o efeito da radiagcdo em cabeca e

pescoco nas dosagens salivares de VEGF.

Palavras-chave: fator A de crescimento do endotélio vascular, saliva, radioterapia,

angiogénese, VEGF.



ABSTRACT

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a major molecule for angiogenesis,
including the oral mucosa regeneration. Head and neck radiotherapy produces severe
toxicities in mouth and several studies have related some of these effects to VEGF.
Furthermore, the head and neck radiotherapy causes quantitative and qualitative
changes in saliva. The present study aimed to investigate the concentration of salivary
VEGEF of patients submitted to head and neck radiotherapy and to compare with non-
irradiated patients. Unstimulated saliva samples were collected from 24 irradiated
pacientes and 24 non-irradiated individuals matched for sex and age (control group).
Saliva volume was measured and VEGF concentration was assessed using ELISA
assay. No difference (p>0,05) was observed between the concentrations of VEGF in
irradiated patients and the control group. Irradiated patients had a reduction (p<0,05)
in salivary volume. It was concluded that patients submitted to radiotherapy on the
head and neck region do not present significant alteration of salivary VEGF
concentration after the radiation treatment. Due to the relevance of VEGF in the
physiological and pathological mechanisms in the oral cavity, further studies on VEGF
in cancer patients are warranted to better elucidate the effect of head and neck

radiation on salivary VEGF.

Key words: vascular endothelial growth factor A, saliva, radiotherapy, angiogenesis,
VEGF.
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1 INTRODUCAO

1.1 Radioterapia e tratamento de cancer

O tratamento de cancer de cabega e pescog¢o geralmente envolve cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. A radioterapia em regido de cabeca e pesco¢o produz
toxicidades inevitaveis para o tecido normal e a cavidade oral é muito susceptivel a
efeitos diretos e indiretos da radiagdo. As alteragdes mais comuns e importantes na
saude oral de pacientes irradiados sao hipossalivagdo e xerostomia, disgeusia,
infeccbes orais, carie dental agressiva, mucosite, trismo e osteoradionecrose
(FREITAS et al., 2011).

Danos as glandulas salivares e a consequente redugao da produgao de saliva
€ um efeito adverso comum da radioterapia, que pode ser temporario ou permanente.
Uma vez que a saliva desenvolve varios papeéis ha homeostasia da cavidade oral (veja
abaixo), a hipossalivagdo compromete significativamente a saude oral de pacientes

irradiados em cabecga e pescogo.

1.2 Saliva humana

Saliva é um fluido corporal complexo que participa em diversas fungoes:
lubrificagdo da cavidade oral, paladar e digestdo, protecdo da mucosa oral e
esofagica, e protecdo dos dentes. A saliva ndo estimulada € uma solugao hipotdnica,
consistindo de agua (99%), mucinas (principalmente MUC5B e MUCY7), eletrdlitos
(calcio, fosfato, soddio, cloro, bicarbonato, potassio), enzimas (alpha-amilase),
proteinas catidbnicas (histatina, estaterina, alpha e beta-defensinas, lisozima) e,
também, IgA secretora. A composicédo eletrolitica da saliva € alterada com a
estimulagao da salivagado, com aumento do sédio e bicarbonato e pequena diminuicao
de potassio. Também se sabe que o pH salivar e a concentragdo de bicarbonato
diminuem com a reducao do fluxo salivar. Além disso, o fluxo salivar apresenta um
ritmo circadiano, com seu pico no final da tarde, portanto, a hora da coleta da saliva
interfere diretamente em seu volume e composicao (DAWES et al., 2015).

Ainda de acordo com Dawes et al. (2015), o efeito protetor da saliva no reparo
de feridas na boca pode ser atribuido a sua fungao lubrificante (prevenindo o

ressecamento da mucosa e favorecendo traumas), aos componentes antibacterianos



presentes nela (prevenindo a infec¢gdo das feridas), e a presenga de fatores de

crescimento, como o EGF, TGF-alpha, fator trefoil 3, VEGF e histatinas salivares.
Varios estudos mostraram como a quantidade e composi¢cdo da saliva se

alteram com a radioterapia, e alguns apontam para alteragdes na concentragao de

fatores de crescimento.

1.3 VEGF (vascular endothelial growth factor)

O VEGF, fator de crescimento do endotélio vascular, pertence a uma
superfamilia de proteinas de fatores de crescimento derivados de plaquetas, sendo
formado por glicoproteinas que podem originar estruturas variadas e assumir
diferentes fungdes no organismo. Em geral, o VEGF assume fungao proangiogénica,
tendo grande atuacdo no desenvolvimento de vasos sanguineos e linfaticos. No
entanto, existem outras isoformas com propriedades antiangiogénicas
(BLOCHOWIAK et al., 2018).

Segundo Melincovici et al. (2018), o VEGF-A é o tipo mais potente e importante
no estimulo da angiogénese, sendo regulador de efeitos como proliferagéo celular,
inibicio de apoptose de células endoteliais, vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade vascular e recrutamento de células inflamatérias. Além disso, essa
forma é secretada por diversas células do organismo em resposta a hipéxia, como
macrofagos, células T, células da retina, leucdcitos, plaquetas, células tumorais,
osteoblastos e pelas proprias células endoteliais.

De acordo com Ramjiawan et al. (2017), a angiogénese € um processo que
leva a formacédo de novos vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos pré-
existentes. Esse processo pode ocorrer em situagdes fisioldgicas, como no
desenvolvimento embrionario ou no reparo tecidual, mas também esta associado com
a formagéo e crescimento de tumores, ocorrendo um desequilibrio entre os fatores
préangiogénicos e antiangiogénicos. Segundo Viallard e Larrivée (2017), o
crescimento aumentado e anormal de vasos sanguineos observado em neoplasias, é
causado por niveis elevados de fatores de crescimento secretados pelas células
tumorais, principalmente, pelo VEGF.

Diversos fatores de crescimento sdo secretados em grande quantidade na
saliva, incluindo o VEGF, sendo derivado, principalmente, das glandulas parétidas. A

grande concentracdo de VEGF salivar esta associada com a alta capacidade



regenerativa da mucosa oral, por ser um fator regulador direto e indireto da
angiogénese, processo critico para o reparo tecidual (KESWANI et al., 2013). Além
disso, de acordo com Upile et al. (2009), o VEGF pode ativar fosfolipase C, induzir
aumento de Ca?* livre e estimular a liberagdo do fator Von Willebrand, contribuindo
para a rapida regeneracéao tecidual da mucosa oral e, também, de outras regides do
trato digestivo. O VEGF presente na saliva pode estar associado, ainda, a prépria
secrecao de saliva, por meio da permeabilizagédo de capilares intraglandulares.

No entanto, o VEGF desenvolve seu papel em condi¢des de saude e, também,
em condi¢des patoldgicas, podendo estar associado ao crescimento tumoral e a
metastase, devido a angiogénese e linfangiogénese estimulada. Segundo Al-Hassiny
et al. (2017), existem evidéncias de que doengas inflamatérias cronicas estao
diretamente relacionadas com um disturbio do processo angiogénico e disfungao de
células endoteliais. De acordo com Blochowiak et al. (2018), o VEGF é seletivo para
células endoteliais vasculares e € o fator predominante na neovascularizagdo em
varias neoplasias em glandulas salivares. Além disso, a alta concentracdo de VEGF
encontrada em tecidos tumorais pode estar relacionado com o pior prognostico para
0 paciente e a quantificagao prévia desse fator de crescimento poderia influenciar as
escolhas durante o tratamento da lesdo e ajudar a prever a evolugdo da doencga
(SCHLUTER et al., 2018).

Existem varios estudos sobre os niveis de VEGF em pacientes oncoldgicos. No
entanto, poucos estudos fizeram a dosagem do fator de crescimento em saliva de
pacientes que concluiram o tratamento radioquimioterapico. Como exemplo, Citrin et
al. (2012) realizou em seu estudo a dosagem de varias citocinas, incluindo o VEGF,
na saliva de pacientes que ainda ndo haviam terminado o tratamento radioterapico e
concluiu que os niveis de VEGF estavam consideravelmente elevados nas regides

altamente irradiadas.

2 JUSTIFICATIVA

Radioterapia na regido de cabecga e pescogo implica varios efeitos adversos
relevantes para a saude oral e geral dos pacientes, alguns deles associados a reducao
da vascularizagao dos tecidos. No entanto existem poucos estudos de biomarcadores
associados a angiogénese na saliva de pacientes irradiados em cabega e pescoco.

Além de ser um espécime de coleta simples, a identificacdo desses biomarcadores na



saliva ndo soO ajudara a esclarecer a patogénese das alteragbes orais em pacientes
irradiados em cabeca e pescogo, como também pode sugerir possiveis biomarcadores

para identificar pacientes de risco para o desenvolvimento dessas alteracdes.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os niveis salivares de VEGF (vascular endotelial growth factor) em

pacientes irradiados em cabecga e pescoco.

3.2 Objetivos Especificos

» Quantificar o volume de saliva ndo estimulada produzida pelos pacientes
irradiados, comparando com grupo controle.

= Dosar os niveis salivares de VEGF em amostras de pacientes submetidos a
radioterapia em cabeca e pescoco.

= Comparar os niveis salivares de VEGF dos pacientes com grupo controle,
considerando a realizacdo ou ndo de quimioterapia concomitante a

radioterapia.

4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos e legais

A presente pesquisa e o respectivo Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) (Protocolo CAAE 85229518.9.0000.5149).

4.2 Pacientes x grupo controle

Foram selecionados prospectivamente pacientes submetidos a radioterapia
para tratamento de neoplasias de cabeca e pescogo atendidos no Projeto de Extenséao
“Atendimento de suporte odontoldgico ao paciente com cancer na regiao de cabega e

pescoco”, da Faculdade de Odontologia da UFMG. Foram excluidos pacientes com



sinais de doenga periodontal ativa, com tumores recidivantes, comunicagao buco-
nasal ou buco-sinusal, portadores de HIV ou doencas autoimunes, submetidos a
procedimentos odontolégicos ha menos de um més, em uso atual ou prévio de
bifosfonatos ou medicamentos com efeito anti-inflamatério no momento da coleta ou
até um més antes e pacientes portadores de doencas sistémicas ndo controladas.
Dados clinicos e demograficos foram coletados dos prontuarios Odontolégicos dos
pacientes, como a cidade de residéncia, o hospital de procedéncia, doencas
sistémicas, localizagcdo do tumor primario, classificagcdo histolégica do tumor e
estadiamentos T e N.

Foram selecionados individuos ndo irradiados para compor o grupo controle,
pareados por sexo e idade com os pacientes irradiados, que compareceram como
acompanhantes nas clinicas da Faculdade de Odontologia da UFMG. Os mesmos

critérios de excluséo foram aplicados.

4.3 Coleta de saliva

Amostra de saliva nao estimulada foi coletada entre 14:00hs e 16:00hs em
clinica odontologica. Os pacientes foram orientados a ndo comer, ingerir bebida
alcodlica ou fumar 1 hora antes da coleta. Proteses removiveis foram retiradas e a
boca dos pacientes foi lavada com agua destilada. Entdo, os pacientes foram
orientados a manter toda saliva produzida na boca por 5 minutos e depois cuspir em
um tubo Falcon estéril, que foi mantido em isopor com gelo, até o processamento da
amostra no Laboratério de Patologia Experimental da Faculdade de Odontologia da
UFMG.

Primeiramente, foi feita a afericdo do volume salivar coletado por meio de
pipetas, registrando a quantidade de saliva em microlitros para cada amostra. Depois,
as amostras foram centrifugadas por dez minutos, a 1500 rotagdes por minuto e a 4°
Celsius. Ao volume salivar centrifugado acrescentou-se solugéo tampao de extragao
de citocinas, proporcdo 1:1 em volume. As amostras foram aliquotadas e

armazenadas em freezer a -80°C.



4.4 Dosagem do VEGF (ELISA)

O biomarcador foi dosado através da técnica de ELISA (enzyme-linked
immunoassay) empregando-se kits (R&D, DuoSet ELISA, R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN, EUA). O protocolo do experimento € apresentado de forma

resumida abaixo:

1 - Sensibilizagao das placas com anticorpo de captura, incubacéo 18 horas 4°C,
seguida de lavagem.

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

3 - Adi¢ao de 50 microlitros (uL) das amostras e controles.

4 - Incubacgao por 18 horas 4°C, seguida de lavagem.

5 - Adicao de 100 ul de anticorpo de deteccéo.

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 - Adigao de 100 ul de cromégeno (OPD).

10 - Incubacdo das placas no escuro em temperatura ambiente com controle

visual.

11 - Adicao de 50 pl de solugao acido sulfurico (H2S04).

12 - Leitura em espectrofotdmetro, absorbancia de 490 nanémetros.

4.5 Analise estatistica

Os resultados do estudo foram organizados em um banco de dados para

realizacdo das analises estatisticas, utilizando-se os programas SPSS® verséo 19.0



e GraphPad Prism® versao 7.0. Foi realizado teste Wilcoxon. Valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significantes.

5 RESULTADOS

Foram selecionados 32 pacientes que se submeteram previamente a
radioterapia em regido de cabeca e pescoco. Desse total, foram excluidas as
amostras de 8 pacientes por quantidade insuficiente para analise laboratorial. Assim,
a amostra final foi de 24 pacientes, dos quais 14 (58%) foram submetidos, também, a
quimioterapia para tratamento do tumor. O grupo controle foi composto por 24
individuos nao irradiados, pareados por sexo e idade.

Dentre os 24 pacientes incluidos nas analises, 18 eram homens e 6 eram
mulheres, representando 75% e 25% dos casos, respectivamente. A idade mediana
desses pacientes foi de 60 anos, sendo que a maioria (45,8%) se encontrava na
sétima década de vida, com representatividade de 11 individuos. Os pacientes
apresentavam, em média, apenas 15,5 dentes remanescentes em boca e mesmo
nessa situagao, 19 pacientes (79,2%) ndao usavam nenhum tipo de prétese removivel.

15 (62,5%) pacientes residiam no municipio de Belo Horizonte, 7 (29,2%) na
regiao metropolitana e 2 (8,3%) em outras cidades de Minas Gerais. Moradores de
zona urbana contabilizaram 23 (95,8%) casos e moradores de zona rural apenas 1
(4,2%) caso. Os pacientes tinham procedéncia de varios hospitais diferentes, no
entanto, eles foram mais frequentemente tratados nos hospitais Mario Penna,
Luxemburgo e no Hospital das Clinicas, que juntos contabilizaram 15 (62,5%) casos.
Também houve casos em que o paciente fez o tratamento cirurgico e a radioterapia
em hospitais diferentes, sendo que 18 (75%) tiveram que se submeter a cirurgia para
tratamento da lesdo, além da radioterapia. A frequéncia exata de cada hospital pode

ser vista na Tabela 1.



Tabela 1: Hospital de procedéncia de 24 pacientes atendidos no Projeto Atendimento
de suporte Odontologico ao paciente com cancer em regiao de Cabecga e Pescogo em
2019.

Hospital Frequéncia Porcentagem
Mario Penna 6 25,0
Luxemburgo 5 20,8
Hospital das Clinicas 4 16,7
Baleia 3 12,5
S3ao Francisco 2 8,3
Vila da Serra 1 4,2
Mario Penna e Luxemburgo 1 4,2
CEROM 1 4,2
Vera Cruz 1 4.2
Total 24 100,0

Fonte: prépria autoria

Quando questionados sobre serem portadores de alguma doenga sistémica, a
maioria dos pacientes relatou ndo apresentar disturbios sistémicos e que nao fazia
uso de nenhum tipo de medicamento diario, representando 15 (62,5%) casos. Dentre
as doengas sistémicas relatadas, hipertensao foi a mais frequente e a segunda mais

frequente foi diabetes. A frequéncia de cada doenca pode ser vista na Tabela 2.

Tabela 2: Doencas sistémicas relatadas por 24 pacientes atendidos no Projeto Projeto
Atendimento de suporte Odontolégico ao paciente com cancer em regido de Cabecga

e Pescoco em 2019.

Doenca sistémica Frequéncia Porcentagem
N&o relatou 15 62,5
Hipertensao 5 20,8
Diabetes 2 8,3
Outra doenga enddcrina 1 4,2
Outra doenga cardiovascular 1 4,2

Total 24 100,0

Fonte: prépria autoria




Quando questionados sobre tabagismo, 18 (75%) pacientes responderam que
eram tabagistas até descobrirem o tumor e pararam totalmente com o habito. 2 (8,3%)
relataram que ainda fumam, mesmo apés o término do tratamento. Apenas 4 (16,7%)
pacientes relataram que nunca fumaram.

Quanto ao etilismo, 6 pacientes (25%) relataram que nunca tiveram o habito de
consumir bebidas alcodlicas. 12 (50%) relataram que consumiam socialmente antes
de descobrirem o tumor e pararam o consumo e 6 (25%) relataram que ainda
consomem socialmente.

Em relacdo a dose de radiacao recebida, os pacientes que se submeteram
apenas a radioterapia receberam uma dose total mediana de 60 Gy e ja haviam
concluido o tratamento radioterapico ha 16 meses (valor mediano). Ja os pacientes
que se submeteram a quimioterapia associada a radioterapia receberam uma dose
total mediana de 66 Gy e haviam concluido a radioterapia ha 8 meses (valor mediano).

Os pacientes tiveram o desenvolvimento do tumor primario em varias regides
diferentes da cabeca e pescogo, sendo mais frequentemente acometidos na
orofaringe, na laringe e no soalho bucal. A grande maioria dos casos (87,5%) foi
classificada histologicamente como carcinoma de células escamosas. Quanto ao
estadiamento clinico, a maioria dos tumores foram T4 (33,3%) e sem envolvimento de
linfonodos (45,8%). As caracteristicas tumorais sdo descritas em detalhes na Tabela
3.



Tabela 3: Caracteristicas dos tumores de 24 pacientes atendidos no Projeto Projeto

Atendimento de suporte Odontoldgico ao paciente com cancer em regidao de Cabeca

e Pescogo em 2019.

Localizagao do tumor Frequéncia Porcentagem
Orofaringe nao especificada 7 29,2
Laringe 6 25,0
Soalho de boca 5 20,8
Trigono retromolar e gengiva 2 8,3
Amigdala 1 4,2
Orbita 1 4,2
Nasofaringe 1 4.2

Seio piriforme 1 4.2
Total 24 100,0
Classificagao Histolégica Frequéncia Porcentagem
Carcinoma de células escamosas 21 87,5
Linfoma 1 4,2
Adenocarcinoma 1 42
Carcinoma Adenoide Cistico 1 4,2
Total 24 100,0
Estadiamento T Frequéncia Porcentagem
1 2 8,3

2 6 25,0

3 6 25,0

4 8 33,3
Total 22 91,7
Faltando 2 8,3
Estadiamento N Frequéncia Porcentagem
0 11 45,8

1 3 12,5

2 6 25,0

3 3 12,5
Total 23 95,8
Faltando 1 42

Fonte: prépria autoria



Dos pacientes incluidos nas anadlises, apenas 2 (8,3%) desenvolveram
osteoradionecrose previamente a este estudo e ambas foram resolvidas
completamente antes da coleta da saliva.

O volume salivar produzido pelos pacientes irradiados foi significativamente
diminuido em ralagdo ao grupo controle (p<0,05). Esta diferenca também foi
evidenciada quando se comparou pacientes submetidos apenas a radioterapia e
controles e pacientes submetidos a quimioterapia e radioterapia e controles. Nao foi
encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os pacientes que receberam
radioterapia e os pacientes que realizaram radioterapia e quimioterapia. Os volumes

salivares podem ser vistos no grafico 1.

Grafico 1 — Comparagao do volume salivar entre os grupos de pacientes

irradiados e grupo controle.
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Fonte: prépria autoria

No gréafico 1-A é apresentado o volume salivar das amostras do grupo controle e de pacientes
irradiados. O volume maximo do grupo controle foi 7000,00 pL, o minimo foi 400,00 yL e a mediana foi
1150,00 pL. O volume maximo dos pacientes foi 1880,00 uL, o minimo foi 200,00 puL e a mediana foi
550,00 pL. No grafico 1-B é apresentado o volume salivar do grupo controle e de pacientes apenas
irradiados. O volume maximo do grupo controle foi 3500,00 pL, o minimo foi 650,00 uL e a mediana foi
1062,50 pL. O volume maximo dos pacientes apenas irradiados foi 1880,00 pL, o minimo foi 250,00 uL
e a mediana foi 520,00 yL. No grafico 1-C é apresentado o volume salivar do grupo controle e pacientes
que se submeteram a radioterapia e quimioterapia. O volume maximo do grupo controle foi 7000,00 pL,



o minimo foi 400,00 uL e a mediana foi 1350,00 pL. O volume maximo dos pacientes foi 1300,00 uL, o
minimo foi 200,00 pL e a mediana foi 700,00 L.

A comparacao dos niveis salivares de VEGF entre os pacientes (n=24) e
controles (n=24) nao revelou diferenca estatisticamente significativa. De maneira
semelhante, a comparacdo entre os pacientes que receberam radioterapia e
quimioterapia (n=14) e controles (n=14) nao revelou diferengas. Também n&o foi
encontrada diferenga estatisticamente significativa entre a dosagem de VEGF dos
pacientes apenas irradiados (n=10) e o grupo controle (n=10). Os valores das

dosagens de cada grupo podem ser vistos nos graficos 2,3 e 4.

Grafico 2 — Dosagem de VEGF salivar no grupo controle e em todos os

pacientes (n=24)
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Fonte: prépria autoria

A dosagem maxima de VEGF obtida no grupo controle foi 369,0 pg/mL, a minima foi 81,3 pg/mL e a
mediana foi 207,6 pg/ml. Ja nos pacientes, a maxima foi 950,1 pg/mL, a minima foi 6,7 pg/mL e a
mediana foi 210,8 pg/mL. Nao houve alteragbes estatisticamente significativas (Teste Wilcoxon;
p=0,941).



Grafico 3 — Dosagem de VEGF salivar no grupo controle e em pacientes

submetidos apenas a radioterapia (n=10)
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Fonte: prépria autoria

A dosagem maxima de VEGF obtida no grupo controle foi 357,2 pg/mL, a minima foi 81,3 pg/mL e a
mediana foi 197,5 pg/mL. Ja no grupo de pacientes apenas irradiados a dosagem maxima foi 268,0
pg/mL, a minima foi 68,7 pg/mL e a mediana foi 111,2 pg/mL. Nao houve alteragdes estatisticamente
significativas (Teste Wilcoxon; p=0,084).

Grafico 4 — Dosagem de VEGF salivar no grupo controle e em pacientes

submetidos a radioterapia e a quimioterapia (n=14)
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Fonte: prépria autoria

A dosagem maxima de VEGF obtida no grupo controle foi 369,0 pg/mL, a minima foi 124,6 pg/mL e a
mediana foi 216,8 pg/mL. Ja nos pacientes a dosagem maxima obtida foi 950,1 pg/mL, a minima foi 6,7
pg/mL e a mediana foi 270,2 pg/mL. Nao houve alteragdes estatisticamente significativas (Teste
Wilcoxon; p=0,191).



6 DISCUSSAO

O VEGF é o principal fator de crescimento envolvido nos processos de
angiogénese e linfangiogénese. Sua atuagado nesses processos € variada e depende
de suas isoformas. A producido desse fator de crescimento é feita por varios tipos
celulares em todo o organismo humano e ja é sabido que o VEGF pode atuar tanto
em situagdes fisioldgicas, quanto em situagcbes patoldgicas. Além disso, sabe-se,
também, que o VEGF é o principal fator responsavel pela neovascularizagdo em
processos tumorais, desde a formacao, crescimento e até a manutengao das células
tumorais. Assim, a total compreensao da atuagado do VEGF no organismo tornou-se
imprescindivel para o maior entendimento dos processos neoplasicos.

Dessa forma, o VEGF se tornou objeto de estudo de diversas pesquisas com
pacientes oncoldgicos, as quais buscam entender a relagdo do fator de crescimento
com a doenga, os efeitos do tratamento radioquimioterapico sobre o VEGF e se os
efeitos toxicos desse tratamento estao relacionados a uma alteragao da concentragao
desse fator no organismo.

Brieger et al. (2007) expuseram células de seis tipos de céncer a doses
pequenas de radiacdo e perceberam que a concentragdo de VEGF aumentou
significativamente e, além disso, correlacionaram o aumento desse fator com a
resisténcia progressiva das células tumorais a radiagado. De forma semelhante, Citrin
et al. (2012) perceberam um aumento significativo na concentragao de VEGF na saliva
de pacientes ainda em radioterapia, que ja haviam recebido no minimo 60 Gy de
radiagao.

Srivastava et al. (2014) realizaram um estudo da concentracédo de VEGF-A no
sangue de 72 pacientes no inicio do tratamento radioquimioterapico para carcinoma
de células escamosas em cabeca e pescoco e concluiram que o VEGF-A estava
significativamente aumentado em relagao ao grupo de individuos n&o irradiados. Além
disso, perceberam que os niveis desse fator de crescimento estavam mais elevados
em pacientes com positividade para linfonodos e em pacientes em estagio avangado
da doencga (lll-IV). Ainda, foi feita a avaliagdo da resolugdo da doenga ao final do
tratamento e, assim como Brieger et al. (2007), Srivastava et al. (2014) perceberam
que pacientes com maior concentragao de VEGF-A responderam pior ao tratamento

radioquimioterapico.



Schluter et al. (2018) analisaram a concentracado de VEGF e CD31 em tecido
de tumores de laringe retirados durante a biopsia da lesdo em 87 pacientes, tentando
correlacionar a expressao desses fatores com o prognéstico dos individuos. Ao final
do estudo, concluiram que pacientes com tumores menores (T1 e T2) e alta
concentracédo de VEGF e CD31 apresentavam pior progndstico e maiores chances de
recidiva da lesao do que aqueles com baixa concentracdo de VEGF e CD31.

Pode-se perceber que a maioria dos estudos sobre o VEGF envolvendo
pacientes oncologicos sao realizados antes da conclusdo do tratamento
radioquimioterapico para os tumores (BRIEGER et al., 2007; CITRIN et al., 2012;
SCHLUTER et al., 2018; SRIVASTAVA et al., 2014). No entanto, o presente estudo
foi feito apds a concluséo desse tratamento, buscando elucidar os efeitos latentes da
radiacdo em cabeca e pescogo sobre a concentragao de VEGF no organismo. Como
descrito nos resultados, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa na
concentragcédo de VEGF entre os pacientes irradiados e o grupo controle de individuos
nao-irradiados, apesar dos valores medianos obtidos para os pacientes apenas
irradiados terem sido menores do que no grupo controle. Enquanto isso, os trabalhos
sobre o VEGF no inicio do tratamento radioterapico encontram uma alta concentracao
desse fator de crescimento no sangue, no tecido tumoral e até mesmo na saliva
(BRIEGER et al., 2007; CITRIN et al., 2012; SCHLUTER et al., 2018; SRIVASTAVA
etal., 2014). Assim, com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se inferir que
a concentracdo de VEGF na saliva dos pacientes irradiados caminha para a
normalizag&o apds retirado o estimulo da radiagdo, ndo se observando efeitos tardios
do tratamento radioquimioterapico para tumores em regido de cabeca e pescogo
sobre o VEGF salivar.

A hipossalivagao e a proépria alteracdo da composicao da saliva sao efeitos
esperados da radiacio. Esse efeito pode ser percebido no presente trabalho, no qual
foi mostrado que o volume salivar dos pacientes irradiados estava significativamente
diminuido em relagédo ao grupo de individuos nao-irradiados, mesmo ap0s varios
meses do término do tratamento. Alguns estudos (PAMMER et al., 1998; UPILE et al.,
2009) sugerem que o VEGF salivar tem atuagédo na propria secre¢céo da saliva e
poderia ter alguma participag¢ao na hipossalivagao observada em pacientes irradiados.
No entanto, os resultados obtidos neste trabalho ndo estdo de acordo com essa
hipétese, uma vez que os pacientes irradiados estudados apresentam mudancas

significativas na quantidade de saliva, mas nado apresentam alteragbes



estatisticamente significativas no VEGF salivar, sugerindo que o VEGF nao pode ser
o principal e unico fator regulador do fluxo salivar. No entanto, devido a relevancia do
VEGF nos mecanismos fisioldgicos e patoldgicos da cavidade bucal, consideramos
importante a continuidade de estudos sobre este biomarcador em pacientes
oncoldgicos, a fim de elucidar melhor o efeito da radiagdo em cabega e pescogo nas
dosagens salivares de VEGF, em especial, apés o término do tratamento

radioterapico.

7 CONCLUSAO

Este trabalho buscou investigar a concentragdo de VEGF na saliva de
pacientes submetidos a radioterapia em regiao de cabega e pescogo, que passaram
ou nao por quimioterapia, comparando-a com a de controles saudaveis. De forma
diferente da maioria dos estudos sobre o VEGF em pacientes irradiados, a coleta das
amostras de saliva foi feita apds a conclusao do tratamento radioterapico. Ja é sabido
que o VEGF desenvolve papel importante nos processos angiogénicos no organismo,
em situagdes fisioldgicas e em situagdes patoldgicas e que a concentragéo desse fator
fica alterada em pacientes sob radioterapia. Dessa forma, a persisténcia dessa
alteragdo mesmo apos o término do tratamento poderia indicar maior susceptibilidade
desses individuos a desordens na cavidade oral, como mucosa fragilizada, doengas
inflamatdrias e osteoradionecrose. Neste trabalho foi mostrado que pacientes
irradiados em regido de cabeca e pescog¢o ndo apresentam diferenga estatisticamente
significativa da concentragdo de VEGF na saliva em relagédo a individuos nao
irradiados. Portanto, apds o término da radioterapia parece ocorrer a normalizagao da
concentracdo de VEGF na saliva desses pacientes. Ainda assim, sdo necessarios
mais estudos sobre esse fator de crescimento apds concluido o tratamento
radioterapico a fim de confirmar este resultado. Sugere-se, também, novos estudos
do VEGF apds a radioterapia ndo apenas na saliva, mas também em tecido 6sseo e
da mucosa, como em fragmentos cirurgicos, de pacientes em tratamento para

osteoradionecrose, por exemplo.
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Abstract: Objective: The aim of this study was to evaluate salivary
biomarkers associated to bone remodeling and tissue repair in patients
submitted to head and neck radiotherapy.

Materials and Methods: Patients submitted to radiotherapy with or without
chemotherapy for head and neck cancer treatment were prospectively
selected. Healthy individuals never exposed to radiotherapy composed the
comparison group, paired by sex and age. Total unstimulated saliva was
collected. RANK, RANK-L, OPG, EGF, VEGF, and MMP-9 concentration was
assessed using ELISA. Statistical analysis was performed and statistical
significance was set at p <0.05.

Results: The salivary volume was significantly lower in the irradiated
patients. Salivary concentration of EGF (p=0.000) and MMP-9 (p=0.014)
were lower in patients than in the control group. RANK-L dosage was lower
in patients, with a marginal p-value (0.051). RANK, OPG, and VEFG did not
differ from patients (n=29) and controls (p<0.05). When comparing the
results of the patients that received only radiotherapy (n=13) with
controls, the EGF (p=0.003) and MMP-9 (p=0.031) were significantly lower
in patients, and the other biomarkers did not show difference. The
comparison between patients tread with radiotherapy and chemotherapy
(n=16) and controls revealed statistical significant difference only for
EGF (p=0.031).

Conclusions: Head and neck radiotherapy decreases the salivary levels of
EGF and MMP-9, but not of RANK, OPG, and VEGF. RANK-L shows a tendency to
decrease with radiotherapy. EGF and MMP-9 deficiency in the saliva of
irradiated patients may be related to the late deleterious effects of
radiation in the oral cavity.




