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RESUMO

Atualmente, o cancer € a segunda maior causa de morte no Brasil, superado
apenas pelas doencas cardiovasculares. A terapéutica oncolégica tem evoluido
e melhorou o progndstico dos pacientes oncologicos. No entanto, apesar do
beneficio clinico inquestionavel desse tipo de terapia, muitos destes farmacos
podem causar efeitos indesejaveis no sistema cardiovascular. O cancer de
cabeca e pescoc¢o (CCP) € o sexto tipo de cancer mais comum em todo o
mundo e o progndstico para esses pacientes € pobre e pouco tem melhorado
nas ultimas décadas. Pacientes com CCP tém um risco elevado de mortalidade
nao relacionada ao cancer e uma das causas mais frequentes sdo as DCVs.
Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o valor preditivo dos marcadores
de lesado cardiaca, proteina C reativa (PCR), fragmento N-terminal do proBNP
(NT-proBNP), troponina cardiaca T (cTnT), e das citocinas (IL-17A, INF-y, TNF-
a, IL-10, IL-6, IL-4) no risco cardiovascular associado a terapéutica oncologica
no carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco. Foram incluidos
118 pacientes com diagnostico confirmado de carcinoma de células escamosas
de cabeca e pescoco e os dados clinico-epidemioldgicos foram obtidos com a
coleta de sangue, antes e apds a terapéutica oncologica. O presente estudo
mostrou que niveis elevados de PCR e NT-proBNP antes do tratamento do
CCP estdo associados com baixa sobrevida global em 3 anos e pior
prognéstico do CCP independente de sexo, idade, tabagismo, etilismo,
estadiamento, localizacdo do tumor primario, indice de massa corporal,
pressdo arterial sistdlica e do tratamento (exceto a radioterapia). Apesar da
cTnT nao ter influenciado na sobrevida desses pacientes, ela foi correlacionada
positivamente com o tratamento cirdrgico e a radioquimioterapia. Além disso,
foi observado um desequilibrio no perfil de citocinas pré e anti-inflamatérias
apos o tratamento do CCP, com um aumento da IL-6 e reducéo da IL-10, IL-4 e
TNF-a. Portanto, estratégias que avaliem e acompanhem 0s pacientes com
CCP durante o tratamento é de suma importancia para tentar melhorar a
resposta ao tratamento, ou implantar novas terapias para aumentar a sobrevida

e dar uma qualidade de vida aos pacientes com CCP.

Palavras-Chave: Céancer de cabeca e pescoco, PCR, NT-proBNP, cTnT,

Citocinas, Tratamento, Sobrevida, Prognadstico.



ABSTRACT

Currently, cancer is the second largest cause of death in Brazil, surpassed only
by cardiovascular diseases. Oncologic therapy has evolved and improved the
prognosis in cancer patients. However, despite the unquestionable clinical
benefit of this type of therapy, many of these drugs can cause undesirable side
effects in the cardiovascular system. Head and neck cancer is the sixth most
common cancer in the world and the prognosis for these types of patients is
poor and has not improved in the last decades. Head and neck cancer patients
have a high risk of non-cancer related mortality and one of the most frequent
causes is cardiovascular disease. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the predictive value of C Reactive Protein (CRP), N-terminal pro—B-
type natriuretic peptide (NT-proBNP), cardiac troponin T (cTnT), and cytokines
(IL-17A, INF-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4) in cardiovascular risk associated with
oncologic therapy in head and neck squamous cell carcinoma. Thus, 118
patients with confirmed diagnosis of head and neck squamous cell carcinoma
have been included in this study, and clinical-epidemiological data have been
obtained with blood collection before and after cancer therapy. This current
study has shown that high levels of CRP and NT-proBNP are associated with
poor 3-year overall survival and poor prognosis, unrelated to gender, age,
smoking or alcohol consumption, staging, primary tumor location, body mass
index, systolic blood pressure, and treatment (except radiotherapy). Although
cTnT did not influence the survival of these patients, it has been positively
correlated to surgical treatment and radiochemotherapy. In addition, an
imbalance in pro- and anti-inflammatory cytokine profile has been observed
after treatment, with an increase in il-6 and reduction of IL-10, IL-4 and TNF-a.
Therefore, strategies that evaluate and follow up patients with head and neck
cancer during treatment are extremely important to improve the response to
treatment or to implement new therapies to increase survival and provide quality

of life for head and neck cancer patients.

Key words: Head and neck cancer, CRP, NT-proBNP, cTnT, Cytokines,

Treatment, Survival, Prognosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER E DOENCAS CARDIOVASCULARES

As doencas e agravos nado transmissiveis sdo as principais responsaveis pelo
adoecimento e Obito da populacdo no mundo (INCA, 2018). Segundo as
estimativas, em 2008, ocorreram 36 milhdes dos Obitos (63%) em
consequéncia das doencas e agravos nao transmissiveis, com destaque para
as doencas cardiovasculares (DCV) (48%) e o cancer (21%) (WHO, 2013).

Atualmente, o cancer € a segunda maior causa de morte no Brasil, superado
apenas pelas doencas cardiovasculares (Brasil, 2018). No entanto, a partir de
2029 teremos mais brasileiros morrendo de cancer do que de DCVs
(Matarazzo et al., 2017). Ao longo dos ultimos anos, a terapéutica oncoldgica
tem evoluido com o desenvolvimento e a implementacdo de intensivos
tratamentos antineoplasicos que melhoraram substancialmente o progndstico

dos pacientes oncoldgicos (Minami et al., 2010).

No entanto, apesar do beneficio clinico inquestionavel desse tipo de terapia,
nao se deve subestimar o perfil de seguranca do seu uso. De fato, devido aos
seus mecanismos de acdo, muitos destes farmacos podem causar efeitos
indesejaveis no sistema cardiovascular (Yeh e Bickford, 2009; Adao et al.,
2013). Os efeitos cardiovasculares adversos mais frequentes dos tratamentos
do cancer incluem disfuncdo ventricular esquerda (sintomatica ou
assintomatica), hipertensdo, arritmias, intervalo QT  prolongado,
tromboembolismo, isquemia miocéardica e insuficiéncia renal (Yeh e Bickford,
2009; Fiuza et al., 2016).

Os efeitos adversos cardiacos dessas drogas podem afetar a qualidade de vida
e a sobrevida global desses pacientes, independente do progndstico
relacionado ao cancer (Henri et al.,, 2016). Infelizmente, o prognostico da
cardiomiopatia induzida pelo tratamento do cancer pode ser pior do que a

malignidade para a qual foi indicada (Herrmann e Lerman, 2014).
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As estimativas para o biénio 2018-2019 apontam para a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil casos novos de cancer no Brasil (INCA, 2018).
Desse total, 11.200 casos novos acometerdo a cavidade oral em homens e
3.500 em mulheres. Tais valores correspondem a um risco estimado de 10,86
casos novos a cada 100 mil homens, ocupando a quinta posi¢do; e de 3,28
para cada 100 mil mulheres, sendo o 12° mais frequente entre todos os
canceres (INCA, 2018).

O cancer de cabeca e pescoco (CCP) compreende um grupo de neoplasias
que surgem na cavidade oral, faringe e laringe. E o sexto tipo de cancer mais
comum em todo o mundo, representando cerca de 6% dos casos de cancer
(Leemans et al., 2011; Kamangar et al., 2006). Cerca de 40% desse tipo de
cancer ocorrem na cavidade oral, 15% na faringe e 25% na laringe, sendo que
em 90% dos casos o tipo histolégico mais frequente € o carcinoma de células

escamosas (Lothaire et al., 2006; Colombo e Rahal, 2009).

Evidéncias mostram que o risco desse tipo de cancer aumenta com a idade,
com uma meédia de 55 anos e os fatores de risco ja estabelecidos pela literatura
sdo o uso continuo do tabaco e de bebidas alcodlicas (Gouvea et al., 2010;
Hashibe et al., 2009; Dobrossy, 2005). Outros fatores etiol6gicos também
apresentados com possivel associacao para o aumento do risco sao: infeccdes
pelo HPV, dieta pobre em frutas e vegetais e ma higiene bucal (Andreotti et al.,
2006; Oliveira et al., 2009; American Cancer Society, 2017)

O CCP surge a partir de acontecimentos genéticos que levam a inativagdo de
genes supressores de tumores e/ou a ativagdo dos proto-oncogenes
(Forastiere et al., 2001). As alteracdes genéticas no CCP estdo associadas a
diferentes vias de sinalizacdo (Figura 1). As vias supressoras do tumor,
incluindo o gene p53, proteina do Retinoblastoma (Rb), NOTCH, PISKCA
(fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 3-quinase, subunidade catalitica alfa) e EGFR
(receptor do fator de crescimento epidermal); e TGF-B/SMAD que possuem um
papel fundamental na patogénese da doenca. Estes genes e outros genes do
CCP desempenham papéis importantes em, pelo menos, quatro vias funcionais
principais: proliferacdo celular (vias p53 e Rb), diferenciagdo terminal (via
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NOTCH), sobrevivéncia celular (vias PIBKCA e EGFR), e adesao e invasao (via
TGF-B/SMAD), com muitos dos genes envolvidos em mais do que uma dnica
via (Rothenberg e Ellisen, 2012).

leerenaagao

\)*“\) L@ﬁ
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.. 9 — @
— @B &~

| T‘
|p1§ 59

@@

Sobrevivéncia

Figura 1. Vias alteradas na patogénese do CCP identificadas em estudos de
sequenciacdo de todo o exoma. Vermelho: supressores de tumores putativos e
estabelecidos; verde: oncogenes; castanho: outros genes/proteinas relevantes;
azul: proteinas virais. A perda de TP53 e CDKN2A, amplificacdo de CCND1 e
perda de TGFBR2 / SMAD4 permitem a proliferacdo anormal e diminuicdo da
apoptose. No entanto, o ciclo celular anormal ainda pode ser restringido por
programas de diferenciacéo intacta e apoptoticos. A perda de NOTCH1 e / ou
expressdo anormal de TP63, juntamente com alteracbes em genes de
“sobrevivéncia” (por exemplo, CASP8, PIK3CA, EGFR), podem remover
barreiras adicionais a proliferacédo e sobrevivéncia de células tumorais. A perda
de genes de adeséo celular (por exemplo, FAT1) pode permitir a liberacdo de
células do revestimento da mucosa, enquanto a invasao através da membrana
basal € promovida por TGF-B (e SMADS3). Modificado de Rothenberg e Ellisen,
2012.
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O prognéstico para esses pacientes com CCP é pobre, pouco tem melhorado
nas ultimas décadas e possui uma taxa de mortalidade estimada de
aproximadamente 12,300 mortes por ano (Conway et al., 2009; McMahon e
Chen, 2003). No Brasil a taxa de sobrevida em 5 anos é de 50% variando de
29% nos estadios iniciais a 74,4% nos estadios mais avancados (INCA, 2001).
Além disso, é o oitavo cancer mais associado com o pior prognostico (Kyrgias
et al., 2016).

Um estudo realizado pelo nosso grupo, no Hospital Santa Rita em 2013,
verificou que 65,4% dos casos de CCP estavam em estadio avancado
(estadios Il e IV) (Oliveira et al., 2014a). Dados que evidenciam a importancia

do diagnadstico precoce contribuindo para um melhor progndstico da doenca.

O protocolo de tratamento pode variar de acordo com estadio clinico da
neoplasia no momento do diagndstico. No estédio inicial do CCP (estadiamento
| e 1), o principal tratamento € o uso individual de radioterapia ou cirurgia. Na
doenca em estadio mais avancado (lll e IV), recomenda-se o tratamento
combinado, o que pode levar a cirurgia com posterior radioterapia,
radioguimioterapia simultanea, ou as trés modalidades associadas (Schmidt et
al., 2016)

Vérios regimes tém sido descritos para a quimioterapia no CCP, na maioria
utilizando a cisplatina e o 5-fluorouracil (5-FU) (Bernardo e Nunes, 2010). No
entanto, a cisplatina usada no tratamento de diversos tumores, dentre eles os
tumores de pulméo, testiculo e bexiga, pode estar relacionada ao aumento da
incidéncia de hipertensdo arterial sistémica, obesidade, maior ocorréncia de
eventos coronarianos e disfuncdo ventricular esquerda. O uso do 5-FU esta
associado a uma incidéncia de cardiotoxicidade que varia de 1 a 68% e o
sintoma mais frequente é a dor anginosa, mas ha relatos de arritmias, infarto
agudo do miocérdio, insuficiéncia cardiaca e choque cardiogénico (Yeh e
Bickford, 2009). Porém, o mecanismo exato dessas sequelas nao € totalmente
claro, acredita-se que esteja relacionado ao vasoespasmo coronario e a
toxicidade miocardica celular com base em estudos angiograficos (Sorrentino
et al., 2012; Adao et al., 2013)
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Pacientes com CCP tém um risco elevado de mortalidade néo relacionada ao
cancer, as causas mais frequentes dessa mortalidade séo: doenca
cardiovascular (28%), doenca pulmonar obstrutiva crénica (8,5%) e doenca
cerebrovascular (5,6%) (Rose et al., 2011). Estudos sugerem um possivel
papel dos biomarcadores como importantes indicadores de sobrevivéncia e
deciséo de tratamento no CCP (Haddad e Shin, 2008; Peter et al., 2013; Kang
et al., 2015). Além disso, a avaliacdo de biomarcadores pode ser uma
ferramenta diagnostica valida para identificacdo, avaliagdo e monitoramento
precoce da cardiotoxicidade (Cardinale e Sandri, 2010).

Dessa forma, o estudo de biomarcadores para identificar o risco cardiovascular,
especificamente nos pacientes com CCP, antes e ap6s o0 tratamento
antineoplasico, necessita ser investigado e € uma estratégia atrativa que pode
diagnosticar um dano precoce e subclinico proporcionando o uso de medidas
potencialmente cardioprotetoras. Alguns destes marcadores serdo descritos a

sequir.

1.2 PROTEINA C REATIVA (PCR)

A PCR é uma proteina marcadora de fase aguda da inflamacé&o e sua sintese
nos hepatocitos pode ser regulada por citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1,
IL -6 e TNF-a (Kruse et al., 2010). E um biomarcador descrito na literatura
como um fator preditivo de doencas cardiovasculares e diabetes (Casas et al.,
2008; Nakou et al., 2008), além de ser associada com o risco de cancer em
individuos saudaveis (Allin et al., 2009) e baixa sobrevida em pacientes com
cancer de mama (Heikkila et al., 2007), ovério (Hefler et al., 2008), oral (Chen
et al.,, 2014; Tai et al.,, 2017), esdfago (Gockel et al., 2006) e hepatocelular
(Hashimoto et al., 2005). Assim, sdo necessarios estudos que associem o nivel
de PCR com o risco cardiovascular no CCP e, ainda, que avaliem seus niveis
antes e apos a terapéutica oncolégica.
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A produgcdo da PCR aumenta dentro de 4 a 6 horas apds o inicio da
inflamacéo, duplica a cada 8 horas e atinge o pico em aproximadamente 36 a
50 horas. Os niveis permanecem elevados com inflamacdo continua e
retornam rapidamente ao normal quando a inflamagdo regride. Esse
metabolismo da PCR, que se assemelha ao curso inflamatorio, juntamente com
sua facilidade de determinacédo sérica, sustenta seu valor como uma medida da

atividade da doenca (Mahmoud e Rivera, 2002).

As células inflamatorias produzem um ambiente atraente para o crescimento do
tumor, induzem danos ao DNA, promovem a angiogénese, metastases e,
assim, podem influenciar no prognostico do cancer (Mahmoud e Rivera, 2002;
Allin et al.,, 2009). Os possiveis mecanismos para a associagdo entre a
inflamac@o e o cancer sdo: primeiro, o préprio crescimento do tumor pode
causar inflamacdo do tecido circundante e aumentar os niveis da PCR.
Segundo, as células tumorais produzem varias citocinas e quimiocinas que
estimulam a producdo de PCR no figado (Mantovani et al., 2008; Allin e
Nordestgaard, 2011). Gerando assim, um mecanismo de retroalimentagéo para
a producédo da PCR.

Em relacdo ao sistema cardiovascular o aumento do nivel da PCR é
considerado um importante fator de risco para aterosclerose, infarto do
miocardio, doenca vascular periférica e acidente vascular cerebral (Casas et
al., 2008; Nakou et al., 2008). Estudos demonstraram sua presenca nos tecidos
inflamados (Hatanaka et al., 1995), nos vasos ateroscleroticos (Lagrand et al.,
1999; Lagrand et al., 1997) e no miocardio infartado (Kushner et al., 1963).
Também foi demonstrado que a PCR aumenta a expressao do fator tecidual
(efeito pré-coagulante) (Cermak et al., 1993; Ridker et al., 1998), de moléculas
de adesao (Pasceri et al., 2001), liga-se a lipoproteinas plasmaticas e ativa o
sistema complemento (Yasojima et al., 2001), presente na maioria das celulas

esponjosas das placas ateroscleréticas.

A PCR ndo é um mero marcador de atividade inflamatoria, mas participa

diretamente do processo aterosclerotico por varios mecanismos: a) inibe a



21

transcricdo da enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS) nas células
endoteliais, levando a um decréscimo na liberacdo basal de 6xido nitrico; b)
promove a expressdo de moléculas de adesdo (CAMs) pelas células
endoteliais, induz a MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcito) e promove a
captacdo de colesterol pelos macrofagos; ¢) estimula os mondcitos a produzir o
fator tissular e citocinas pro-inflamatérias (IL-6 e TNF-a) por meio da

estimulacao do fator de transcricdo nuclear kappa-$ (Volp et al, 2008).

Por outro lado, a PCR também apresenta alguns efeitos anti-inflamatorios, pois
diminui a adesdo de neutréfilos as ceélulas endoteliais, inibe a geracdo de
superéxido pelos neutréfilos e estimula a sintese de antagonistas dos

receptores IL-1 pelos mondcitos (Mahmoud e Rivera, 2002).

O aumento dos niveis de PCR detectados em pacientes com cancer avancado
pode predizer varias condi¢cdes graves, incluindo a sindrome da anorexia-
caquexia, recorréncia do tumor, extensdo da doenca e infecgdes, que
diminuem as chances de sobrevivéncia (Ansar e Ghosh, 2013). Assim, ela tem

sido utilizada nos estudos como um fator progndstico independente no cancer.

1.3 NT-proBNP

Os peptideos natriuréticos, como peptideo natriurético tipo B (BNP) e o
fragmento N-terminal do proBNP (NT-proBNP), sdo produzidos e secretados
pelos cardiomiécitos em resposta a sobrecarga de volume e pressdo nos
ventriculos e séao preditores de eventos adversos cardiovasculares importantes
(Cacciapuoti, 2010; Maries e Manitiu, 2013). O gene do BNP codifica um pro-
horménio que é clivado no cardiomidcito produzindo o horménio ativo BNP e o
fragmento N-terminal do proBNP (NT- proBNP), biologicamente inativo, mas
secretado na circulagdo em quantidades equimolares ao BNP (Cacciapuoti,
2010).

O NT-proBNP, uma molécula maior contendo 76 aminoéacidos, tem uma meia-

vida plasmatica mais longa do que a do BNP (120 minutos versus 20 minutos)
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e, conseqientemente, niveis circulantes mais elevados, o que facilita sua
dosagem no parametro clinico (Andreadis e Geladari, 2015). O NT-proBNP é
de grande interesse devido ao seu possivel papel no monitoramento da
insuficiéncia cardiaca e nas sindromes coronarianas. Os efeitos do BNP na
diurese e natriurese em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva
representam um mecanismo compensatério para 0 estresse nos
cardiomidcitos, o que leva a disfuncdo ventricular (Cacciapuoti, 2010). Na
angina instavel, o NT-proBNP representa um marcador eficaz do dano causado
pela isquemia cardiaca e a gravidade da doenca coronariana € evidenciada por

um aumento dos seus niveis (Lotzniker et al., 2005; Cacciapuoti, 2010).

Os peptideos natriuréticos tipo B exercem varios efeitos fisiol6gicos que estdo
descritos na Figura 2.
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Figura 2. Principais acoes fisioldgicas do peptideo natriurético tipo B (BNP).
(Adaptado de Andreadis e Geladari, 2015).

Niveis elevados de varios peptideos cardiovasculares, incluindo o BNP e o NT-
proBNP, foram relatados em pacientes com cancer sem qualquer manifestacao

clinica de doenca cardiaca (Burjonroppa et al., 2007; Hou et al., 2008; Pavo et
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al., 2015; Bando et al., 2017). Além disso, estudos relatam que os peptideos
natriuréticos reduzem o numero de células escamosas do carcinoma de
pulmédo e inibem a progressdo de varios tipos de cancer, como o cancer de
pancreas, de mama, de pulméo e de prostata, in vivo e in vitro (Vesely, 2006).
Acredita-se que 0 mecanismo subjacente seja a inibicAo das quinases
reguladas por sinal extracelular ativadas por mitégeno (ERK) 1/2 e a sintese de

DNA, mediada em parte por GMP ciclico (Vesely, 2009).

Por outro lado, os niveis aumentados de BNP no cancer podem ocorrer devido
a associacdo com a inflamacéao, independente da funcdo cardiaca (Bando et
al., 2017) (Figura 3). No céancer, as condicdes inflamatorias estdo presentes
antes que uma alteragdo maligna ocorra ou uma mudanga oncogénica gerando
um microambiente inflamatério que promove o desenvolvimento de tumores
(Mantovani et al., 2008) e, adicionalmente, o BNP demonstrou ser regulado em
nivel transcricional e translacional por citocinas pré-inflamatérias nos

cardiomiécitos (LaPointe, 2005).
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Figura 3. Relacao hipotética entre cancer e o nivel de BNP. No microambiente
tumoral, as células inflamatérias, incluindo macréfagos, produzem varias
citocinas em resposta a células tumorais e necrose tecidual. Nos
cardiomidcitos, a sintese de BNP mostrou-se regulada ao nivel transcricional
por citocinas inflamatérias. (Adaptado de Bando et al., 2017)

Até o presente momento, a avalicdo dos niveis de NT-proBNP no CCP foi
pouco estudada e necessita de uma investigacdo, pois além do envolvimento
do NT-proBNP na inflamacédo relacionada ao cancer e em eventos
cardiovasculares, a terapia anti-cancer do CCP inclui radiagcdo e
quimioterapicos que podem aumentar os niveis dos peptideos natriuréticos
levando a cardiotoxicidade e influenciando o progndstico e estado clinico do

paciente.

1.4 TROPONINAT

As troponinas (Tn) sdo proteinas localizadas no filamento fino do aparelho
contratil muscular esquelético e cardiaco, que regulam a interacdo calcio-
dependente entre a actina-miosina. Sdo compostas de trés subunidades:

troponina | (subunidade inibidora da actina), troponina T (subunidade ligada a
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miosina — tropomiosina) e a troponina C (subunidade ligada ao célcio e
reguladora da contracao) (Katrukha, 2013). A troponina C é idéntica tanto no
musculo esquelético como no cardiaco, ndo sendo utilizada como marcador

para injuria miocardica (Cardinale et al., 2017).

As Troponinas cardiacas - troponina cardiaca T (cTnT) e troponina cardiaca |
(cTnl) - sdo marcadores bem estabelecidos, especificos e sensiveis de lesao
miocardica, amplamente utilizados para o diagnéstico e a estratificacéo de risco
de sindromes coronarianas agudas (Alpert et al.,, 2000). A ¢cTnT e cTnl séo
igualmente sensiveis para o diagnostico do infarto agudo do miocardio (Lee et
al., 2014), porém possuem pequenas diferencas na cinética apos lesdo dos
midcitos. A cTnT atinge um pico entre 12-48 horas e a cTnl em até 24 horas,
sendo detectavel no sangue em 5-14 dias (TnT) ou 5-10 dias (Tnl) (Gelfand e
Rosen, 2009)

A elevagdo da troponina T no plasma é geralmente devido a necrose dos
cardiomiécitos (Oluleye et al., 2013). O desenvolvimento de um ensaio de
deteccdo de cTnT-ultra sensivel (us) permitiu detectar uma concentracdo 10
vezes menor do que o ensaio convencional de cTnT e, assim, estudos
demonstraram que a cTnT-us esta positivamente associada a doenca
coronariana, insuficiéncia cardiaca, mortalidade por doenca cardiovascular e
mortalidade por todas as causas (deFilippi et al., 2010; de Lemos et al., 2010;
Saunders et al., 2011).

Um estudo realizado por Chen e colaboradores (2014) demonstrou, pela
primeira vez, a expressdo de cTnl em células tumorais de pacientes com
cancer de pulméao e, em outro estudo, a expresséo de cTnT foi encontrada em
tumores de células endoteliais de camundongos (Ara et al., 2014). Resultados
gue desafiam a visdo convencional das troponinas como proteinas especificas
do coragao, sugerindo seu uso como um marcador no cancer ou como alvo

terapéutico.
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1.5 CITOCINAS

As citocinas sdo glicoproteinas extracelulares, de peso molecular entre 8-15
kDa, produzidas por diversos tipos de célula no local da leséo e por células do
sistema imunolégico através da ativacdo de proteinas quinases ativadas por
mitégenos. (Oliveira et al., 2011). As citocinas atuam especialmente por
mecanismos paracrino (em células vizinhas) e autocrino (nas préprias células
produtoras) e uma Unica citocina pode agir em diversos tipos de células,
fendmeno denominado pleiotropia (Zhang e An, 2007; Lin et al., 2000; Sommer
e White, 2010).

Elas sdo formadas, com frequéncia, em cascata e exercem seus efeitos
biolégicos quando se ligam a receptores especificos, ativando mensageiros
intracelulares que regulam a transcricdo génica influenciando a atividade,
diferenciacéo, proliferacdo e sobrevida da célula imunoldgica (Oliveira et al.,
2011). Assim, as citocinas sao importantes reguladoras da hematopoese, das
reagdes imunoldgicas, inflamatorias e vasculares (Kofler et al., 2005).

As citocinas podem ter acBes pré ou anti-inflamatérias, de acordo com o
microambiente no qual estdo localizadas. Dentre as consideradas pro-
inflamatérias, temos as interleucinas (IL) 18, 2, 6, 7, INF-y (interferon gama) e
TNF-a e as anti-inflamatérias séo IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B (fator transformador
do crescimento ) (Curfs et al., 1997; Zhang e An, 2007; Oliveira et al., 2011).
Algumas citocinas tém efeitos predominantemente anti-inflamatorios e
imunossupressores (IL-10 e TGF-B) ou ambos os efeitos pr6 e anti-
inflamatorios (IL-6) (Seruga et al., 2008)

No microambiente do tumor existem citocinas e outros mediadores
inflamatorios que influenciam a imunossupresséo, crescimento de células
cancerigenas, remodelamento e angiogénese (Seruga et al., 2008). Assim,
supfe-se que as alteracdes das citocinas nas vias regulatérias imunologicas,
inflamatérias e angiogénicas no microambiente do CCP desempenham um

papel critico na agressividade do tumor, na resposta a quimioterapia e
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radioterapia, bem como no desenvolvimento de mecanismos de escape

imunologico (Pries et al., 2006).

Além do envolvimento no CCP, as citocinas também sdo alvos de investigacao
como marcadores de risco cardiovascular. Uma ampla gama de doencas
cardiacas tem sido associada a inflamacdo e a modulacdo de citocinas,
incluindo a aterosclerose associada com a doenca arterial coronariana,
miocardite e ICC (Mehra et al., 2005). No contexto da aterosclerose, as
citocinas podem ser classificadas como pro ou anti-aterogénicas, dependendo

de seus efeitos na formacao e progressao da placa aterosclerotica (Figura 4).
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Figura 4. Citocinas pr6 (Thl) e anti-aterogénicas (Th2). (A) A mudanca de
equilibrio em favor das respostas de Thl promove a progressdo da placa
aterosclerotica na parede do vaso. (B) Representacdo das interagbes de
feedback negativo e positivo entre as citocinas Thl e Th2. A IL-10 é a citocina
anti-inflamatéria dominante que impede a expressao de IL-12, IFN-y e IL-18. A
IL-12 aumenta a produgédo de IFN-y, IL-18 e inibe a producdo de TGF-,
contribuindo para a instabilidade da placa e a degradacao da capa fibrosa. Ao
promover mecanismos pro-aterogénicos, a IL-12 também regula as respostas
aterogénicas, aumentando a producgéo de IL-10. (Adaptado de Girn et al., 2007
e Tousoulis et al., 2016)

As citocinas estdo intimamente associadas a aterogénese e modulam a
morfologia e a estabilizacdo das placas. A placa ateromatosa consiste em um

nacleo lipidico coberto por uma capa fibrética na superficie luminal. A

integridade da capa fibrosa depende do equilibrio entre a proliferacdo e a
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migracdo das células musculares lisas (CML) e a degradacdo da matriz
extracelular pelas metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs). O
equilibrio local entre as citocinas pr6é e anti-inflamatérias € fundamental para
determinar a estrutura da capa fibrosa e a degradagéo das CML, influenciando
a estabilidade da placa (Girn et al., 2007).

Assim como a interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), o
interferon gama-y (INF-y) que sao citocinas pro-inflamatorias e séo
consideradas aterogénicas, as citocinas anti-inflamatérias como a interleucina-
4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) sdo consideradas anti-aterogénicas (Girn et al.,
2007; Kleemann et al., 2008; Galkina e Ley, 2009).

A IL-6 é mediadora central da resposta de fase aguda e a principal citocina pro-
coagulante, pois determina a producdo e a elevacdo das concentracfes
plasmaticas estimuladas pelo figado de fibrinogénio, proteina amiléide sérica A
e, em especial, da PCR e do TNF-a (Willerson e Ridker, 2004; Girn et al.,
2007). Estudos clinicos revelaram que o0s niveis séricos de IL-6 estédo
aumentados em pacientes com angina instavel e hipertensdo, sendo
considerado um fator de risco independente para eventos cardiovasculares
(Biasucci et al., 1999; Naya et al., 2007).

O TNF-a possui atividade biolégica pleiotropica e tem um papel importante na
aterosclerose e outras desordens metabdlicas e inflamatorias como obesidade
e resisténcia a insulina, as quais sédo fatores de risco para as doencas
cardiovasculares. Seu envolvimento na patogénese da aterosclerose €
fundamentado por sua presenca nas placas ateroscleroticas (Kleemann et al.,
2008). Alem disso, foi demonstrado que o TNF-a promove a interagdo entre os
leucocitos circulantes e o endotélio por meio da regulacdo positiva de
moléculas de adesao, como a molécula de adesao celular vascular 1 (VCAM-1)
(Mackesy e Goalstone, 2014).

Similarmente, o INF-y também induz a expressdo de moléculas de adesédo

intracelular 1 (ICAM-1), VCAM-1 e selectinas por células endoteliais e



30

musculares lisas, além de promover a adesdo leucocitéria na lesdo vascular
(Chung et al., 2002).

Em contraste aos efeitos das citocinas mencionadas acima, a IL-10 e IL-4
podem desempenhar um papel protetor na aterosclerose. A IL-10 tem
importante funcdo na regulacao das citocinas pro e anti-inflamatorias (Galkina e
Ley, 2009), parece inibir de uma maneira continuada a producéo das citocinas
pro-inflamatérias por meio de feedback negativo e exerce seu efeito anti-
inflamatorio no sistema vascular pela inibicdo das interacfes celulares e
leucocitarias e inibicAo da producdo de quimiocinas por macrofagos ou
linfécitos (Choi et al., 2007). Apesar da IL-4 inibir a proliferacdo de células
musculares lisas e a adesdo de macrofagos, ela foi reportada em altos niveis
na sindrome coronariana, portanto, ainda ndo se tem um consenso se a IL-4

parece ter efeitos pro-aterogénicos ou protetores (Girn et al., 2007).

Além disso, novas células T denominadas Th17 (linfécito T auxiliar 17),
caracterizadas pela producdo de IL-17A, foram identificadas com um
importante papel nas respostas inflamatérias (Aggarwal e Gurney, 2002). A IL-
17A induz o recrutamento de células imunes para os tecidos periféricos e leva
a inducdo de muitos fatores pro-inflamatorios, incluindo o TNF-q, IL-6 e IL-1p,
sugerindo um importante papel da IL-17A na amplificacdo da inflamacéo (Lin e
Karin, 2007) e, também, na formacdo da placa aterosclerética (Erbel et al.,
2014).

Estudos comprovaram a presenca da IL-17A em lesdes aterosclerdticas em
ratos (Erbel et al., 2009; Smith et al., 2010; Gao et al., 2010) e em humanos
(Chen et al., 2008; Eid et al., 2009; Erbel et al., 2011; Wang et al., 2011; Zhao
et al., 2011, Gistera et al., 2013), no entanto, 0 mecanismo exato pelo qual a IL-
17A atua no processo aterosclerotico permanece desconhecido devido a
resultados contraditérios (Taleb et al., 2009; Danzaki et al., 2012) que
demonstraram um efeito protetor da IL-17A na formacdo da placa
aterosclerotica em ratos. Porém, ainda ndo ha estudos clinicos com essa

citocina em pacientes com cancer e com risco cardiovascular.
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Mediante o exposto, hipotetizamos que esses marcadores, além de estarem
envolvidos na inflamacéo e no risco cardiovascular podem estar relacionados
ao prognostico do cancer. Dessa forma, a quantificacao e identificacdo desses
marcadores antes e depois da terapéutica oncoldgica, podem ser preditores de
danos, e assim, podem direcionar as terapias para uma melhor sobrevida e

qualidade de vida dos pacientes com CCP.

Portanto, o envolvimento das citocinas, dos marcadores de lesdo cardiaca e
das proteinas de fase aguda da inflamacdo no cancer e nas DCVs levam a
considera-las como possiveis biomarcadores para investigar o prognostico e as
possiveis alteracbes promovidas pela terapéutica oncologica ao sistema

cardiovascular dos pacientes com CCP.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o valor progndstico dos marcadores de leséo cardiaca e das citocinas
no risco cardiovascular associado a terapéutica oncolégica no carcinoma de

células escamosas de cabeca e pescoco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o perfil clinico-patolégico da populagéo estudada;

e Determinar o nivel plasmatico da PCR, NT-proBNP, troponina T e
citocinas (IL-17A, INF-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4) antes da terapéutica
oncoldgica e associar com as caracteristicas clinico-patologicas;

e Avaliar o valor preditivo da PCR, NT-proBNP, troponina T e citocinas (IL-
17A, INF-y, TNF-q, IL-10, IL-6, IL-4) na sobrevida em trés anos;

e Determinar o nivel plasmatico da PCR, NT-proBNP, troponina T e
citocinas (IL-17A, INF-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4) antes e apo0s a

terapéutica oncoldgica e correlacionar com os tipos de tratamentos.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo prospectivo nos pacientes com cancer de cabeca e
pescoco atendidos durante o periodo de 2012 a 2015 no ambulatério do
Hospital Santa Rita de Cassia, Vitdria. Este estudo foi desenvolvido sob
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Espirito Santo — CEP/UFES (n° 99.242/2012) (Anexo 1) e o consentimento
informado (Anexo 2) foi obtido de acordo com o Conselho Nacional de Saude
n°196, de 10 de outubro de 1996.

3.2 GRUPO DE ESTUDO

Foram incluidos 118 pacientes com diagndéstico confirmado por exame
histopatolégico de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco; que
nao tinham iniciado nenhum tratamento antineoplasico e com idade minima de
18 anos. Esses pacientes foram avaliados antes e apds a terapéutica
oncologica (entre 6 a 18 meses) que incluiu cirurgia, radioterapia e/ou
quimioterapia. Foram obtidos os dados clinico-epidemiolégicos como
estadiamento do tumor segundo o sistema TNM (tamanho do tumor primario,
envolvimento regional de linfonodo, presenca de metastase) para a
classificagdo dos tumores malignos (Edge e Compton, 2010), localizacdo do
tumor, historia do consumo de alcool e uso do tabaco, género, idade, medidas
antropometricas e a pressao arterial sistolica e diastolica. No servico onde o
projeto foi realizado, apds a confirmacdo do diagndstico de carcinoma de
células escamosas, 0s pacientes foram encaminhados para o tratamento do
cancer (cirurgia, radioterapia ou quimioterapia). Assim, foi realizada a coleta de
sangue antes e ap0s esse tratamento e o acompanhamento do desfecho
clinico (6bito) apdés 3 anos do diagnéstico. Foram excluidos: os casos de
carcinoma de células escamosas recidivante, os que haviam iniciado a terapia

antineopléasica e os que apresentaram condi¢des sistémicas debilitantes.
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3.3 AFERICAO DA PRESSAO

A medida da Pressdo Arterial pressédo arterial sistdlica (PAS) e a presséo
arterial diastolica (PAD) foram medidas antes do tratamento em cada paciente.
A presséo foi medida por meio do aparelho de pressdo arterial automatico
Omron HEM 7200 (Omron Saude, INC, lllinois, EUA). O manguito foi adequado
ao braco do paciente, sem deixar folgas, colocado 2 a 3 cm acima da fossa
cubital. Antes da tomada das medidas, os individuos permaneceram sentados
e em repouso por cerca de 15 minutos. A PAS e PAD foram estratificadas de
acordo com a 7° Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial (Malachias et al.,
2016).

3.4 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Foi utilizado o estadiométro (Balmac® com precisdo de 1mm) para medir a
estatura dos pacientes antes do inicio do tratamento. Os mesmos foram
orientados a permanecer em posicao ereta, com os bracos estendidos ao longo
do corpo e olhar fixo em um ponto no horizonte. Logo apds, os pacientes foram
pesados em balanca eletrénica da marca Toledo do Brasil®, com capacidade
para 150kg e precisao de 0,1kg. O IMC (indice de massa corporal) foi calculado
(IMC = peso / altura?) e estratificado como recomendado pela OMS (WHO,
2000).

3.5 COLETA DE SANGUE PERIFERICO

Foram coletados 10 mL de sangue periférico em tubos com anticoagulante
EDTA. A primeira amostra foi coletada no momento do diagndstico do paciente
e a segunda apos 6 a 18 meses do diagnostico do cancer.

ApoOs a coleta, o sangue foi centrifugado a 1.000 g, 4 °C por 15 minutos. O

plasma foi coletado e armazenado a -80 °C para posterior analise.
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3.6 DOSAGEM DA PCR, NT-proBNP e cTnT-us

A determinacao quantitativa da concentracdo plasmatica dos marcadores PCR,
NT-proBNP e cTnT-ultra sensivel (us) foram realizados em parceria com o
Laboratorio do Hospital Universitario Cassiano Anténio de Morais (HUCAM) no
analisador automatico COBAS® 6000 (Roche Diagnostics). A dosagem da
PCR foi realizada por meio da técnica de imunoensaio turbidimétrico utilizando
o kit CRPL3® (C-Reactive Protein Gen.3, Roche Diagnostics). O método se
baseia na agregacdo de particulas sintéticas revestidas com anticorpo contra
PCR na presenca da mesma na amostra. O aumento de turvacdo que
acompanha a agregacdo é proporcional a concentracdo da PCR. A partir do
valor de referéncia (5 mg/L) os pacientes foram divididos em 2 grupos: < 5

mg/L e 25 mg/L.

O NT-proBNP e a cTnT-us foram determinados pela técnica de
eletroquimioluminescéncia utilizando os kits comerciais proBNP II® e Troponin
T hs® (Roche Diagnostics). Os pacientes foram divididos de acordo com o
valor de referéncia para o NT-proBNP (< 125 pg/ml e = 125 pg/ml) e para a

cTnT us foi utilizada a mediana como valor de corte (< 7,6 pg/ml e = 7,6 pg/ml).

3.7 DOSAGEM DE CITOCINAS INFLAMATORIAS

As citocinas IL-6, TNF-a, INF-y, IL-4, IL-10, IL-17A foram medidas pelo kit CBA
(Cytometryc Bead Array - Human Thl1/Th2/Thl17) da BD Biosciences. O
principio do método de dosagem com o kit CBA consiste na ligacdo de
anticorpos com as citocinas de interesse. O kit oferece seis grupos de
microesferas, apresentando intensidades de fluorescéncia diferentes,
revestidas com anticorpos especificos para cada tipo de citocina, denominadas
“esferas de captura”. Para as dosagens, as esferas de captura especificas para
cada citocina, foram agrupadas e posteriormente misturadas com 25 uL de
cada amostra a fim de permitir a ligacdo das esferas de captura com as
possiveis citocinas presentes na amostra. Em seguida, foram adicionados a

essa mistura anticorpos monoclonais anti-citocinas humanas, conjugados com
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o fluorocromo ficoeritrina (PE). Apos esta etapa (de marcacéo), a fluorescéncia
de um total de 5000 microesferas por amostra foi lida em citdbmetro de fluxo
FACSCanto Il (BD), com base em graficos de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC). As populacbes das microesferas foram detectadas de
acordo com suas respectivas intensidades de fluorescéncia, se distribuindo ao
longo de eixo Y (detector de fluorescéntia 4, PE, o qual capta luz no
comprimento de onda ~650 nm, correspondente a cor vermelha). O mesmo
procedimento foi realizado previamente para a construcdo de uma curva
padrdao com concentragdes de 20 a 5000 pg/ml, e empregada para determinar
as concentracdes de cada citocina na amostra em analise. O valor da mediana

de cada citocina foi utilizada como valor de corte em pg/mL.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram armazenados e analisados utilizando o programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, EUA) versao 20.0 e para
a construcdo dos gréficos utilizou-se o software Prisma versdo 5. As andlises
descritivas foram apresentadas como média £ DP e frequéncia. A distribuicdo
da amostra foi determinada utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov. A
comparacao dos niveis dos biomarcadores com os dados clinico-patolégicos foi
realizada pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal Wallis, as variaveis
qualitativas foram analisadas pelo teste do qui-quadrado e a comparagéo entre
as amostras pareadas foi realizada pelo teste de Wilcoxon. A andlise de
regressdo de Cox univariada e multivariada foi utilizada para avaliar a

associacao entre o 6bito e os potenciais fatores independentes.

As variaveis analisadas na regressdo de Cox univariada foram: idade, sexo,
IMC (kg/m?), tabagismo, etilismo, PAS, classificacdo TNM, tratamento,
localizacdo do tumor primario e os biomarcadores. As variaveis significativas
foram inseridas no modelo de regresséo de Cox multivariado para determinar a
contribuicdo individual das co-variaveis em relacéo a sobrevida. A Hazard ratio
(HR) e o intervalo de confianca a 95% (IC 95%) foram estimados na analise de
regressao de Cox.
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O estudo da sobrevida global (SG) em trés anos foi realizado por meio da
analise de Kaplan-Meier e o teste de Log-Rank para comparacdo das curvas
geradas. Para a construcdo das curvas de SG foi considerada a data do
diagnéstico clinico até a ocorréncia do desfecho clinico (6bito) ou ultima data
do acompanhamento. A correlacdo de Spearman foi utilizada para determinar a
relacdo entre os biomarcadores antes e ap0s os tratamentos. O valor de p <

0,05 foi considerado significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA ESTUDADA

As caracteristicas do grupo estudado estdo representados na tabela 1. Foi
observado que a maioria dos pacientes eram: tabagistas, etilistas e
encontravam-se em estadio avancado da doenca. A média de idade foi de 59,4
+ 10,8 e a maioria dos pacientes eram do sexo masculino. Observamos que a
cavidade oral foi a localizacdo priméaria do tumor mais frequente na amostra
analisada e a cirurgia e radioquimioterapia foram as modalidades de tratamento

mais utilizadas.

Os pacientes com o tamanho do tumor (T) menor que 4 cm (T1 e T2) e
estadiamento incial (I e 1) mostraram melhor taxa de sobrevida. Assim como o
tratamento cirdrgico e a radioguimioterapia, que mostraram melhores
resultados em relacdo ao 6bito. O IMC médio dos pacientes com CCP esta
dentro da normalidade, porém os pacientes que sobreviveram tinham um IMC

maior do que os que vieram a 6bito (P = 0,03).
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Tabela 1: Caracteristicas da amostra estudada (n = 118).

N Total (%) Sobrevida em 36 meses Van; de
p

Vivo (%) Morto(%)
Idade (anos)
Abaixo de 60 66 (55,9) 44 (66,7) 22 (33,3) 0,60
Acima de 60 52 (44,1) 37 (71,2) 15 (28,8)
Sexo
Masculino 98 (83,1) 68 (69,4) 30 (30,6) 0,70
Feminino 20 (16,9) 13 (65) 7 (35)
Tabagista
Sim 66(55,9) 41 (62,1) 25 (37,9) 0,21
Nao 16(13,5) 11 (68,8) 5(31,2)
Ex-tabagista 34(28,8) 27 (79,4) 7 (20,6)
Desconhecido 2(1,7)
Etilista
Sim 53 (44,9) 34 (64,2) 19 (35,8) 0,58
Nao 11 (9,3) 7 (63,6) 4 (36,4)
Ex-etilista 52 (44) 38 (73,1) 14 (26,9)
Desconhecido 21,7
Sitio do tumor
Cavidade oral 67 (56,8) 48 (71,6) 19 (28,4) 0,54
Orofaringe 37 (31,4) 25 (67,6) 12 (32,4)
Hipofaringe 3(2,5) 1(33,3) 2 (66,7)
Laringe 11 (9,3) 7 (63,6) 4 (36,4)
Estadiamento
/1 52 (44,1) 41 (78,8) 11 (21,2) 0,03*
/v 66 (55,9) 40 (60,6) 26 (39,4)
T
1/2 58 (49,1) 45 (77,6) 13 (22,4) 0,04*
3/4 60 (50,9) 36 (60) 24 (40)
N
0 79 (66,9) 56 (70,9) 23 (29,1) 0,45
+ 39 (33,1) 25 (64,1) 14 (35,9)
Modalidade terapéutica
Cirurgia 29 (23,7) 28 (96,6) 1(3,4) 0,007*
Radioterapia 9 (7,6) 5 (565,6) 4 (44,4)
Cirurgia+radioterapia 9 (7,6) 6 (66,7) 3(33,3)
Cirurgia+radioquimioterapia 14(12,7) 8 (57,1) 6 (42,9)
Radioquimioterapia 57 (48,4) 34 (59,6) 23 (40,4)
IMC
Média + DP 23,88 + 4,18 24,42 + 3,7 22,78 £ 4,7 0,03*
PAS
Média + DP 142 + 26 144 + 27 137+ 22 0,15
PAD
Média + DP 80+12 81+13 79+12 0,5

IMC: indice de massa corporal; PAS: pressao artéria sistolica; PAD: presséo arterial diastélica.
"Teste do qui-quadrado ou Teste de Mann Whitney. * P < 0,05
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42 AVALIACAO DOS BIOMARCADORES EM RELACAO AS
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS.

No resultado da avaliacdo das concentracfes plasmaticas dos biomarcadores
em relacdo as caracteristicas clinico-patoldgicas (Tabela 2), a PCR estava
maior no estadio avancado (llI+IV) em relagdo ao estadio inicial (I+Il) (6,1 + 6,8
mg/L vs 3,8 = 4,4 mg/L, P = 0,02 ) e nos tumores maiores que 4 cm (T3+T4)
em relacdo aos menores que 4 cm (T1+T2) (6,4 + 7,1 mg/L vs 3,7 +4,3; P =
0,008).

O NT-proBNP estava maior nos pacientes acima de 60 anos em relacdo a
idade menor que 60 anos (104,9 £ 69,3 pg/mL vs 96 £+ 123,4 pg/mL; P = 0,02).
A concentracdo do NT-proBNP também estava maior nos pacientes com PAS
acima de 140 mmHg em relagéo aos pacientes com PAS abaixo de 139 mmHg
(108,3 + 79,8 pg/mL vs 92,8 + 128,6 pg/mL; P = 0,009).

A cTnT estava maior nos pacientes acima de 60 anos em relacdo aos menores
que 60 anos (9,3 + 3,7 pg/mL vs 7,7 £ 3,5 pg/mL; P = 0,03) e em estadio inicial
da doenca em relacdo ao estadio avancado (9,3 = 3,6 pg/mL vs 7,6 £+ 3,4
pg/mL; P =0,01).

Em relacdo as citocinas, apenas o TNF-a estava maior nos pacientes
tabagistas em relacdo aos nao-tabagistas (17,5 + 14,3 pg/mL vs 4,3 =+ 1,3
pg/mL; P = 0,02).

As demais analises ndo mostraram diferencas significativas e os valores

obtidos estdo demonstrados na tabela 2.



Tabela 2: Concentracdo dos biomarcadores e relagdo as caracteristicas clinico-patologicas.

Caracteristicas PCR (mg/L) NT-proBNP (pg/mL) n  cTnT (pg/mL) n IL-17A (pg/mL)

n Média + DP P n Média + DP P n Média + DP P n MédiatDP P
Idade (anos)
<60 60 59+7,0 0,15 46 96 £123,4 0,02* 52 7,7+35 0,03* 54 115,7 £ 57,2 0,87
=60 44 3,8+3,9 34 104,9 £ 69,3 36 9,3+3,7 47 107,7 £ 44,7
Sexo
Masculino 84 53%6,3 0,35 65 103,6 + 111,6 091 73 8,7+3,5 0,09 81 113,8+51,3 0,51
Feminino 20 39+41 15 83,7 £ 56,1 15 7,0+3,8 20 104,6 = 53,7
Tabagista
Sim 56 56+5,6 0,27 47 115,8 £ 125,3 0,06 51 8,3+£3,8 0,68 55 112,4 £ 53,9 0,83
N&o 16 3,7+£3,6 10 112,3+61 9 8,1+3,9 15 106,4 + 53,2
Ex-tabagista 30 48+75 21 63,6 £ 45 26 8,7+3,1 29 115,1 £ 49,7
Etilista
Sim 46 6,0£6,2 0,24 34 127 + 1443 0,80 38 8,5+35 0,19 44 109,1 £ 49,2 0,84
N&o 11 4,1+39 7 76+£41,1 6 59+33 10 110,5+ 55,7
Ex-etilista 45 4,4 +6,2 37 82,5+52,6 42 8,7+3,7 45 115,8 £ 55,1
Sitio do tumor
Cavidade oral 60 5,2+6,2 0,88 44 104,3 + 106,4 0,45 49 8,8+ 3,6 0,31 59 1145+523 0,53
Orofaringe 32 4+39 24 98,7 £103,3 28 7,6 3,6 32 102,7 £ 46,1
Hipofaringe 3 9,9+95 3 54,9+31,8 3 9,1+44 2 189,6 £138,5
Laringe 9 6,4+8,5 9 95,6 £ 113,9 8 8,3+3,7 8 111,2 £ 33,3

Estadiamento
[+ 1 49 38+4,4 0,02* 35 96,9 + 78,3 0,673 40 9,3+3,6 0,01* 43 106,3 +42,3 0,95
"+ 1v 55 6,1+6,8 45 102,1 +120,3 48 76+34 58 116,2 + 57,6




Caracteristicas PCR (mg/L) NT-proBNP (pg/mL) n  cTnT (pg/mL) n IL-17A (pg/mL)

n Média + DP P n Média = DP P n Média = DP P n Média+DP P
T
1/2 54 3,743 0,008* 39 91,2+76,3 0,69 44 8,9+3,7 0,17 48 107,544 0,93
3/4 50 64+7,1 41 108 £ 124,3 44 7,8+34 53 116,1 £ 57,8
N
0 71 45+53 0,23 53 98,7+72,9 0,15 57 8,8+ 3,5 0,05 67 1156+53,1 0,20
+ 33 6,1%72 27 102,2 + 147,8 31 7,6+3,6 34 104,8+48,7
Tratamento
Cirurgia (C) 28 39136 0,12 19 92,3+59,8 0,925 22 8,9+3,7 0,06 25 114,7+319 0,38
Radioterapia (RT) 1,7+1,1 6 132,1+132,3 102+4 118,6 + 66,3
Cirurgia+ RT 7 3,3+4,6 5 79,7 £ 40,9 5 11+3,9 81,6 +24,2
C+RT+QT 13 7,677 11 163,3 £219,7 10 7,8+3,6 13 95,5 + 50,5
RT + QT 50 5,659 39 83,2+ 60,6 42 75+3,2 49  116,9+58,5
IMC
<185 7 19+1,1 0,10 8 135 +109,4 0,357 8 6,7+2,1 0,232 9 114,6 +429 0,92
185-25 57 4,853 40 95,5+110,4 43 8,3+3,7 51  110,7 + 54,5
=25 38 6,1+7,3 30 100,1 + 96,1 35 9,04 £ 3,7 39 113,8 £+ 52
PAS
<139 50 5,7%6,1 0,26 35 92,8 +128,6 0,009* 40 7,6+3,1 0,06 49 1235+57,7 0,08
2140 50 4,5+6,0 41 108,3 + 79,8 44 9,3+3,9 48 101,1+44,6
PAD
<89 75 4,850 0,87 60 94,8 +102,8 0,21 64 8,4+3,6 061 74 1154+54,7 0,29
>90 25 57184 16 125,1 + 1115 20 8,8+3,8 23 102,8+45,2

IMC: indice de massa corporal; PAS: pressao artéria sistélica; PAD: presséo arterial diastdlica.

42
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Tabela 2: Concentracéo dos biomarcadores e relagéo as caracteristicas clinico-patoldgicas. (CONTINUACAO)

Caracteristicas INF-y (pg/mL) TNF-a (pg/mL) IL-10 (pg/mL) n IL-6 (pg/mL) n IL-4 (pg/mL)
n MédiatDP P n  MédiatDP P n  MédiatDP P n MédiatDP P n MédiatDP P

Idade (anos)
<60 22 34,1+4272 0,46 23 173+ 14,4 0,16 60 3,8+3,7 0,40 13 271+128 0,101 57 7,3+3,9 0,68
=60 23 26,9 + 28,0 25 15,0+ 18,6 48 4,3+4,2 13 255+211 50 76+5,3
Sexo

Masculino 37 33,0+ 37,9 0,12 41 17,4 +£17,2 0,09 89 42+42 0,84 22 279%18,1 0,38 88 78+4,.8 0,051
Feminino 8 18,5 £17,7 7 8,6 £ 10,2 19 34+23 4 17,6 £5,5 19 5,8+3,04
Tabagista
Sim 25 33,7+41,4 0,21 26 17,5+ 143 0,02*" 61 3,9+35 0,87 18 28,8+18,8 0,418 59 7,7+4,2 0,07
N&o 7 13,3+ 3,8 6 43+13 15 29+14 3 16,4 + 6,0 15 56+2,6
Ex-tabagista 13 334+31 16 18,3+21,4 30 48+55 5 23,1+139 31 8,2+5,8

Etilista
Sim 22 33,7+43,0 0,54 21 15,1+ 143 0,46 49 4035 0,19 14 28,6 £18 0,228 47 7,2+3,2 0,53
N&o 5 155+7,2 5 79+71 11 32+19 4 153+54 11 6,8+3,1
Ex-etilista 18 30,6 + 29,6 22 18,9+ 19,6 46 44+ 48 8 27,6 +18,6 47 8,02+5,9
Sitio do tumor
Cavidade oral 27 329+418 088 25 16,4+ 17,6 0,75 61 39+34 0,63 15 252+16,1 0,913 59 7,3+4,9 0,64
Orofaringe 13 28,1+245 16 15,8 + 15,9 36 3,9+4,0 7 249+15,8 35 72+34
Hipofaringe 2 14,8+ 6,6 3 10,1+ 11,0 1 - 1 254 3 8,2+3,9

Laringe 3 28,4 £ 29,7 4 19,8 + 20,5 10 54+6,5 3 35,2+30,8 10 8,7+6,2
Estadiamento

[+ 11 21 329+436 063 20 15,0 + 16,2 092 46 3,7+3,0 087 9 31,9+234 0,874 46 7,2+4,6 0,49

"+ v 24  28,3x27.2 28 16,9+17,1 62 4345 17 23,3%x125 61 7,7+4,6
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Caracteristicas INF-y (pg/mL) TNF-a (pg/mL) IL-10 (pg/mL) n IL-6 (pg/mL) n IL-4 (pg/mL)
n MédiatDP P n MédiatDP P n  MédiatDP P n MédiatDP P n MédiatDP P

T

1/2 24  343%+425 0,40 24 17,8+17,8 0,35 52 4,1+3,6 045 10 31,7+221 0,897 52 75+4,6 0,85
3/4 21 26,1+ 255 24 144+ 154 56 4,02+4,.2 16 229127 55 74+4,6

N
0 31 345+40,1 0,34 34 15,6 + 16,1 0,88 73 42+4,0 0,67 18 256+176 0,367 71 7,6+5,06 0,51
+ 14 21,5+20,3 14 17,4+ 18,1 35 3,8+3,7 8 279+16,9 36 72+3,6
Tratamento
Cirurgia 13 28,7+30,6 059 13 14,7 + 16,8 0,20 26 43+37 069 6 274+195 0,06 27 7,8+5,7 0,28
Radioterapia (RT) 22,5+ 14 2,605 2,4+0,9 2 67,9+3,5 55+1,1
Cirurgia+RT 41 + 27,8 4 275+245 7,3+8,3 1 10,8 7 10,3+8,9
Cirurgia+RT+QT 5 60,5 + 81,0 12,1+7,7 14 3,3+1,9 3 322+16,6 13 59+21

RT+QT 21  239%222 24 16,9 + 16,8 53 3,9+338 14 19,7+57 51 7,6+3,8

IMC
<185 1 27 4 8,8+8,1 014 9 32+2,0 079 3 352+310 0,79 10 58+2,8 0,41
18,5-25 26 27,3+27,7 058 23 20,5+ 18,9 55 42+4,1 13 26,0+155 57 7,7+4,9
=25 18 351+456 21 12,7+ 14,0 42 41+4.1 10 23,9+157 38 76+45

PAS
<139 22 29,2+26,9 083 22 16,2 + 15,8 0,45 55 43+4,4 0,82 14 26,3+15,7 0,462 50 7,7+4,6 0,68
2140 23 31,6+426 26 16,0+ 17,5 49 3,8+34 12 26,2+19,3 53 74+47

PAD
<89 33 329+40,1 0,75 37 15,5+ 16,9 041 81 42+4,1 0,95 19 275+17,7 0,461 80 7,6+4,9 0,60
>90 12 23,6+16,9 11 18,2+ 15,8 23 3,8+3,5 7 22,8+16,1 23 7437

* P < 0,05. T Tabagista vs ndo tabagista

QT: Quimioterapia; IMC: indice de massa corporal; PAS: pressao artéria sist6lica; PAD: pressao arterial diastdlica.
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4.3 ANALISE DA SOBREVIDA GLOBAL EM RELACAO AS CARACTERISTICAS
CLINICO-PATOLOGICAS E BIOMARCADORES.

Na avaliacdo da sobrevida global em 3 anos (Tabela 3 ) em relagdo as caracteristicas
clinico-patoldgicas, os pacientes em estadios iniciais (I+1l) e com tumores T1+T2, tiveram
melhores taxas de sobrevida (78,8% e 77,6%) em comparacdo aos pacientes com estadio
avancado (IlI+1V) e tumores T3+T4 (60,6% e 60%), respectivamente. A modalidade
terapéutica cirdrgica mostrou melhor taxa de sobrevida (96,6%) em comparacdo as
demais (Radioterapia: 55,6%; Cirurgia + RT: 66,7%; Cirurgia + RT + QT: 57,1%; RT + QT:
59,6%). E, pacientes com IMC = 25 kg/m? mostraram melhor taxa de sobrevida (77,8%)

em relacdo as demais categorias (entre 18,5-25 kg/m?: 65,6%; < 18,5 kg/m?: 40%).

A andlise de sobrevida global em 3 anos (Figura 5) mostrou que 31,4% (n = 37) dos
pacientes evoluiram a 6bito e a média de sobrevida foi de 30,6 meses (IC 95%: 28,8 -
32,5 meses). Analisando a figura 6, observamos que o tempo de sobrevida média foi
maior nos pacientes com niveis de PCR menor que 5 mg/L (P = 0,035), com resultado de
31,8 meses (IC 95%: 28,6-33,9 meses), comparado com 0s pacientes com niveis de PCR
acima de 5 mg/L, com resultado de 26,4 meses (IC 95%: 22,3-30,6 meses). A taxa de
sobrevida para os pacientes com valores de PCR abaixo e acima de 5 mg/L foi de 72,6%
e 51,6%, respectivamente. Na figura 7 observamos que os pacientes com valores de NT-
proBNP menor que 125 pg/mL também tiveram melhor taxa de sobrevida em comparacgéo
aos pacientes com valores acima de 125 pg/mL (70,5% vs 47,4%; P = 0,028). Nao houve
diferenca de sobrevida em relagdo aos demais biomarcadores (Figura 8, 9, 10, 11, 12, 13
e 14).
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Tabela 3: Analise da sobrevida global (3 anos) em relacdo as variaveis clinico-patologicas

(n=118).
Sobrevida global (3 anos)
Variavel Categoria Sobrevida média P Log-Rank
IC 95%
(em meses)
< 60 anos 30,4 28,1-32,7
Idade 0,68
Maior que 60 30,3 27,3-33,3
Sexo Masculino 30,9 28,9-32,9 0,60
Feminino 28,8 23,5-34,1
Cavidade oral 31,3 28,8-33,7
Localizac&o do Orofaringe 29,9 26,6-33,3
0,49
Tumor Hipofaringe 23,1 9,9-36,3
Laringe 29,2 23,8-34,5
Tamanho do T1+T2 32,6 30,2-34,9 0.03*
Tumor (T) T3+ T4 22,1 25,5-31,1 ’
Metastase em NO 31,1 29-33,3 031
linfonodos (N) N+ 29.2 05.6-32.8
. [+ 1l 32,7 30,3-35,1
Estadiamento 0,02*
"+ 1v 22,1 25,9-31,2
Cirurgia 36,1 34,3-37,8
) Radioterapia 25,3 17,1-33,5
Modalidade
o Cirurgia + RT 30,0 23,8-36,1 0,008*
terapéutica
Cirurgia + RT + QT 27,7 22,2-33,1
RT + QT 28,7 25,9-31,5
IMC (kg/m?) < 18,5 23,6 17,5-29,7 0,04*
18,5-25 29,7 27-32,3
225 32,3 29,6-35,1
PAS (mmHg) <139 28,9 26-31,6 0,193
=140 31,5 28,9-34
PAD (mmHg) <89 29,5 27,1-31,8 0,252
290 33,1 30,5-35,7

RT: radioterapia; QT: quimioterapia; IMC: indice de massa corporal; PAS: presséo artéria sistolica;

PAD: pressao arterial diastdlica.

*P <0,05.
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Figura 6. Sobrevida global em 3 anos dos pacientes com CCP (n = 104) em relacéo a
Proteina C reativa (PCR). Curva de Kaplan-Meier.
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Figura 7. Sobrevida global em 3 anos dos pacientes com CCP (n = 80) em relacédo ao NT-
proBNP. Curva de Kaplan-Meier.
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Figura 8. Sobrevida global em 3 anos dos pacientes com CCP (n = 88) em relacdo a

troponina cardiaca T (cTnT). Curva de Kaplan-Meier.
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Figura 9. Sobrevida global em 3 anos dos pacientes com CCP (n = 101) em relagao

interleucina-17A (IL-17A). Curva de Kaplan-Meier.
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Figura 10. Sobrevida global em 3 anos dos pacientes com CCP (n = 45) em relagéo ao

interferon-y (INF-y). Curva de Kaplan-Meier.
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Figura 11. Sobrevida global em 3 anos dos pacientes com CCP (n = 48) em relagéo ao

fator de necrose tumoral-a (TNF-a). Curva de Kaplan-Meier.
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Figura 12. Sobrevida global em 3 anos dos pacientes com CCP (n = 108) em relacédo a
interleucina-10 (IL-10). Curva de Kaplan-Meier.
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Figura 13. Sobrevida global em 3 anos dos pacientes com CCP (n = 26) em relacédo a
interleucina-6 (IL-6). Curva de Kaplan-Meier.
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Figura 14. Sobrevida global em 3 anos dos pacientes com CCP (n = 107) em relagéao a

interleucina-4 (IL-4). Curva de Kaplan-Meier.
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4.4 REGRESSAO DE COX UNIVARIADA E MULTIVARIADA DA SOBREVIDA EM
RELACAO AOS FATORES CLINICO-PATOLOGICOS E OS BIOMARCADORES.

Segundo o modelo de regressao de Cox (Tabela 4) no calculo do hazard ratio (HR) com
0 respectivo intervalo de confianca 95% (IC 95%), na analise univariada, o estadio
avancado da doenca (HR: 2,16; IC 95%: 1,06 - 4,38; P = 0,032), IMC (HR: 0,91; IC 95%:
0,84 - 0,99; P = 0,032), PCR (HR: 2,02; IC 95%: 1,03 - 3,95; P = 0,039) , NT-proBNP (HR:
2,31; IC 95%: 1,07 - 5,03; P = 0,033) e radioterapia (HR: 0,06; IC 95%: 0,01 - 0,48; P =
0,008) foram associados ao progndéstico. Para excluir possiveis fatores de confusdo, uma
analise multivariada foi realizada e os resultados revelaram que a PCR (HR: 3,71; 95% CI:
1,44 - 9,53; P = 0,007), NT-proBNP (HR: 5,04; 95% CI: 2,02— 12,55; P = 0,001) e
radioterapia (HR: 0,03; IC95%: 0,004 - 0,39; P = 0,006) permaneceram como indicadores
prognadsticos independentes para a sobrevida global em 3 anos.
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Tabela 4: Analise de regressdo de Cox univariada e multivariada para sobrevida segundo

as variaveis clinico-patologicas e niveis plasmaticos dos biomarcadores.

Analise univariada Analise multivariada
Variaveis n HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P
Idade
<60 66 1
=60 52 0,87(0,45-1,68) 0,683
Sexo
Feminino 20 1
Masculino 98 0,81(0,35-1,83) 0,607
Tabagista
N&ao 16 1
Sim 66  1,1(0,42-2,87) 0,846
Etilismo
N&o 11 1
Sim 53 0,82(0,31-2,60) 0,824
Estadiamento
I+ 1 52 1 1
"+ 1v 66 2,16 (1,06 —-4,38) 0,032* 0,81(0,26-2,58) 0,727
Sitio do tumor
Cavidade oral 67 1
Orofaringe 37 0,74 (0,25-2,20) 0,598
Hipofaringe 3 09(0,29-2,80) 0,863
Laringe 11 2,18(0,39-11,93) 0,368
Tratamento
Cirurgia 29 1 1
Radioterapia 9 0,06(0,01-048) 0,008 0,03 (0,004—-0,39) 0,006
Cirurgia + RT 9 130(045-3,76) 0,627 1,14(0,24-5,43) 0,862
Cirurgia + RT + QT 14 0,79 (0,23-2,65) 0,709 0,98(0,16-5,96) 0,984
RT + QT 57 1,04(0,42-2,556) 0,927 0,81(0,26-2,52) 0,715
IMC (kg/m?) 116 0,91(0,84-0,99) 0,032* 0,91(0,81-1,03) 0,128

PAS (mmHg) 114 0,98(0,97-1,0) 0,056




PCR (mg/L)

<5 mg/L 73 1 1
>5 mg/L 31 2,02(1,03-3,95) 0,039* 371(1,44—9,53) 0,007

NT-proBNP (pg/mL)

<125 pg/mL 61 1 1

>125 pg/mL 19 2,31(1,07-5,03) 0,033* 5,04 (2,02—12,55) 0,001*
cTnT (pg/mL)

<7,6 pg/mL 45 1

>7,6 pg/mL 43 0,82(0,38-1,78) 0,623

IL-17A (pg/mL)

<99,5 pg/mL 49 1

>99,5 pg/mL 52 0,89 (0,44-1,81) 0,767
INF-y (pg/mL)

<17,7 pg/mL 24 1 0,265
>17,7 pg/mL 21 1,8(0,64-5,0)

TNF-a (pg/mL)

<9,1 pg/mL 24 1 0,865
>9,1 pg/mL 24 1,1(0,42-2,8)

IL-10 (pg/mL)

<2,8 pg/mL 53 1 0,303
22,8 pg/mL 55 1,4 (0,72 - 2,8)

IL-6 (pg/mL)

<21 pg/mL 13 1 0,125
221 pg/mL 13 2,5(0,77 - 8,1)

IL-4 (pg/mL)

<6,1 pg/mL 53 1 0,540
26,1 pg/mL 54 1,2 (0,63 -2,37)

*P <0,05
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4.5 AVALIACAO DOS BIOMARCADORES ANTES E APOS O TRATAMENTO.

A avaliacao dos biomarcadores antes e ap0s o tratamento oncoldogico (figura 15) mostrou
gue as concentracoes das citocinas: TNF-a (14,2 £ 11,71 pg/mL vs 6,77 + 3,3 pg/mL; P =
0,04), IL-10 (4,03 + 3,98 pg/mL vs 3,16 + 2,9 pg/mL; P = 0,03) e IL-4 (7,53 £ 4,66 pg/mL
vs 5,37 £ 2,73 pg/mL; P = 0,000) diminuiram apés o tratamento. Por outro lado, a
concentragdo da IL-6 aumentou apds o tratamento (25,12 + 19,11 pg/mL vs 87,61 +
62,03 pg/mL; P = 0,03). Nao houve alteracao significativa nos niveis plasméaticos de PCR,
NT-proBNP, cTnT, IL-17A e INF-y antes a apos o tratamento.
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4.6 CORRELACAO ENTRE OS BIOMARCADORES E OS TIPOS DE TRATAMENTOS.

Foi realizada a correlacdo de spearman (rs) dos biomarcadores antes e ap0s da cirurgia e
radioquimioterapia (Tabela 5). Nao foi possivel fazer a mesma avaliagdo nos outros tipos
de tratamentos por causa do limitado numero de pacientes. Observou-se correlacdes
positivas antes e apos a cirurgia nos valores do NT-proBNP (P = 0,007), cTnT (P = 0,000)
e IL-4 (P = 0,023). Na modalidade radioquimioterapica, os biomarcadores PCR (P = 0,01),
NT-pro-BNP (P = 0,000), cTnT (P = 0,000), IL-17A (P = 0,011), IL-10 (P = 0,000)e IL-4 (P
= 0,000) também apresentaram correlacfes positivas.

Tabela 5: Correlacdo entre os biomarcadores antes e apdés da cirurgia e
radioquimioterapia.

Cirurgia Radioquimioterapia
PCR (mg/L) antes vs PCR (mg/L)
depois do tratamento
I's 0,369 0,343*
Valor de P 0,053 0,010
n 28 56
NT-proBNP (pg/mL) antes vs
NT-proBNP (pg/mL) depois do
tratamento
rs 0,570* 0,666*
Valor de P 0,007 0,000
n 21 42
cTnT (pg/mL) antes vs cTnT
(pg/mL) depois do tratamento
I's 0,818* 0,652*
Valor de P 0,000 0,000

n 21 43
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Cirurgia Radioguimioterapia
IL-17A (pg/mL) antes vs IL-17A
(pg/mL) depois do tratamento
I's 0,257 0,362*
Valor de P 0,226 0,011
n 24 48
INF-y (pg/mL) antes vs INF-y
(pg/mL) depois do tratamento
r's -0,700 0,033
Valor de P 0,188 0,932
n 5 9
TNF-a (pg/mL) antes vs TNF-a
(pg/mL) depois do tratamento
r's -0,300 0,304
Valor de P 0,624 0,291
n 5 14
IL-10 (pg/mL) antes vs IL-10
(pg/mL) depois do tratamento
I's 0,334 0,591*
Valor de P 0,096 0,000
n 26 54
IL-6 (pg/mL) antes vs IL-6
(pg/mL) depois do tratamento
rs - 0,200
Valor de P - 0,800
n 2 4
IL-4 (pg/mL) antes vs IL- (pg/mL)
depois do tratamento
Is 0,444* 0,477*
Valor de P 0,023 0,000
n 26 50

*P <0,05.

rs: coeficiente de correlagdo de Spearman.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que niveis elevados de PCR e NT-proBNP estdo associados
com pior prognoéstico no CCP independente de sexo, idade, tabagismo, etilismo,
estadiamento, localizacdo do tumor primério, IMC, PAS e do tratamento (exceto a
radioterapia). E, apesar da cTnT nao ter influenciado na sobrevida desses pacientes, ela
foi correlacionada positivamente com o tratamento cirargico e a radioquimioterapia. Além
disso, foi observado um desequilibrio no perfil de citocinas pré e anti-inflamatorias apés o
tratamento do CCP, com um aumento da IL-6 e redugéo da IL-10, IL-4 e TNF-a.

O perfil da nossa amostra € condizente com os dados da literatura que mostram a maior
prevaléncia desse tipo de cancer em individuos do sexo masculino, fumantes, etilistas e
com idade acima de 50 anos (Oliveira et al., 2014a). Estes sao fatores de riscos que
contribuem para um aumento da mortalidade, o que pode ser um dos motivos pelo qual a
sobrevida no CCP nao aumentou nos Ultimos anos, pois ainda possui uma taxa de 50%

de sobrevida em 5 anos.

Diferente de outros estudos, no nosso estudo a PCR foi um fator progndstico no cancer
de CCP independente do tabagismo e do IMC, que sdo fatores conhecidos por
influenciarem os niveis de PCR (Tchernof et al., 2002; Golpe et al., 2017). A presenca de
uma resposta inflamatéria sistémica esta associada a um pior progndéstico em varios tipos
de neoplasias malignas, e essa condicdo também pode aumentar o risco de eventos
cardiovasculares em pacientes com céancer (Pavo et al., 2017). Outros estudos ja
sugeriram o envolvimento de niveis aumentados de PCR com o desfecho clinico em
pacientes com cancer (Szkandera et al., 2013; Thurner et al., 2015), incluindo pacientes
com CCP (Kruse et al., 2010; Chen et al., 2011; Andersson et al., 2014). Adicionalmente,
a PCR obteve diferenca significativa em relacdo ao tamanho do tumor e estadiamento,
mostrando que em tumores avancados (T3+T4 e llI+IV) seu valor estava mais elevado,
corroborando com resultados ja encontrados por nosso grupo de pesquisa (Oliveira et al.,
2014b).

A PCR, apesar de inespecifica, tem se mostrado preditiva e progndstica nas diversas
formas de doencas cardiovasculares, especialmente associada ao CCP (Nouraei et al.,

2007; Peter et al., 2013). Evidéncias que podem ser explicadas pela correlacédo da PCR



64

com disfuncdo endotelial que pode refletir no desenvolvimento da aterosclerose (Koenig,
2013). Além disso, uma recente meta-analise demonstrou que individuos com niveis
elevados de PCR apresentaram um risco 25% maior de mortalidade por cancer (Li et al.,
2017). No mesmo estudo, individuos com os niveis mais altos de PCR tiveram um
aumento de 2,03 vezes no risco de mortalidade por todas as causas e por doencas

cardiovasculares em comparacdo com a categoria com niveis mais baixos de PCR.

E conhecido que a sobrevida dos pacientes com CCP é reduzida, diante destes
resultados podemos afirmar que a PCR é um fator de risco que esta associado as
complicacBes e alteracbes em parametros cardiovasculares que podem ser uma das
causas de morte, que ndo so pelo cancer. Ela é capaz de promover inibicdo da eNOS que
leva uma reducao de 6xido nitrico, promove expressédo de moléculas de adesao, estimula
mond@citos na producdo de citocinas pré-inflamatorias, entre outros efeitos, mas estes ja
sdo fatores de riscos cardiovasculares que estdo contribuindo para o aparecimento de
outras doencas que agravam a saude do paciente como infarto, doenca vascular
periférica e AVC. Os tratamentos com quimioterapicos tém efeitos negativos no sistema
cardiovascular que somados as acdes da PCR podem elevar os riscos de DCVs nos

pacientes com CCP.

No presente estudo, além do NT-proBNP influenciar negativamente no desfecho clinico
dos pacientes, houve correlacdo positiva dos seus niveis antes e ap0s o tratamento
oncoldgico, tanto na cirurgia e na radioquimioterapia. Gimeno e colaboradores (2011)
mostraram que pacientes com linfoma ndo- Hodgkin com niveis elevados de NT-proBNP
antes da quimioterapia tiveram maior risco de toxicidade cardiaca com progressdo da
insuficiéncia cardiaca e morte por todas as causas (Gimeno et al.,, 2011), entretanto, o
valor progndstico deste marcador ainda nao tinha sido investigado no CCP antes e apds a
terapia antineoplasica, como realizado por nosso estudo. Um estudo recente hipotetizou a
relacdo entre o cancer e o BNP, mostrando que os niveis de BNP estavam elevados em
pacientes oncologicos, o que é provavelmente devido a inflamacéo relacionada ao cancer
(Bando et al.,, 2017). Sabe-se que o microambiente do CCP é caracterizado por um
excesso de citocinas imunossupressoras, incluindo a IL-6, que estimulam a producéao de
BNP pelos cardiomidcitos (Gildener-Leapman et al., 2013; Bando et al., 2017). Além
disso, o NT-proBNP foi associado a um diagndstico futuro de cancer em pacientes com

doenca arterial coronariana (Tufidn et al., 2015).
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Foi demonstrado que o BNP é expresso tanto nas glandulas supra-renais normais quanto
nos tumores adrenais, sugerindo que os peptideos natriuréticos podem ter outros papeéis
nao relacionados ao sistema cardiovascular (Totsune et al., 1996). Um estudo realizado
em 99 pacientes com cancer e com um nivel de BNP > 1000 pg/mL, o0 que é cem vezes 0
limite superior do normal, demonstrou que a elevacdo de BNP foi mais associada com
tumores sélidos do que com neoplasias hematolégicas e, ainda, mais de 70% dos
pacientes com niveis elevados de BNP ndo apresentavam sinais de sobrecarga de

volume no ventriculo (Burjonroppa et al., 2007).

Pavo e colaboradores (2015) também relataram niveis séricos elevados de BNP e
troponina T de alta sensibilidade em pacientes com cancer sem quaisquer manifestacées
clinicas de doenca cardiaca, e que os niveis desses biomarcadores cardiovasculares
foram maiores em pacientes com estadio IV. Em contraste a estes resultados, no nosso
estudo, o nivel de NT-proBNP nado se alterou entre os estadios. No entanto, em outro
estudo foi relatado que a elevacdo dos niveis de NT-proBNP estava relacionado a

sobrecarga de volume ventricular em pacientes com cancer (Popat et al., 2013).

No presente estudo, o NT-proBNP mostrou ser um fator independente de fatores de riscos
cardiovasculares importantes, como a pressao arterial, o IMC e o fumo. Assim, o valor
altamente preditivo dos peptideos cardiovasculares pode ser devido a sua capacidade de
detectar um comprometimento funcional subclinico do sistema cardiovascular, causado
pelo céncer, antes mesmo dessas alteragbes serem detectaveis nos exames
ecocardiograficos de rotina (Pavo et al., 2015). No entanto, a relacdo exata entre cancer,
NT-proBNP, sobrecarga de volume ventricular, disfungdo ventricular ou outros fatores de
risco ainda néo € clara, apesar de alguns autores sugerirem a producao de peptideos

natriuréticos pelas células cancerosas (Ohsaki et al., 1999; Bando et al., 2017).

Além disso, a radioquimioterapia também pode desencadear cardiotoxicidade refletindo
nos niveis dos peptideos natriuréticos. Um estudo com 62 pacientes com cancer mostrou
uma forte associacdo entre os altos niveis de NT-proBNP e disfuncéo cardiaca apés 1
ano de tratamento com quimioterapia (Sandri et al., 2005), porém este estudo nao foi
realizado em pacientes com CCP. Além disso, o BNP também mostrou ser preditivo de
lesdo miocardica em pacientes com cancer de esdfago em tratamento com radioterapia

(Jingu et al., 2007). No presente estudo, ndo houve mudanca significativa nos valores de
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NT-proBNP antes e apds os tratamentos, porém houve uma correlagdo positiva entre 0s

niveis do NT-proBNP apds o tratamento cirdrgico e da radioquimioterapia.

No nosso estudo, os niveis de cTnT também né&o influenciaram a taxa de sobrevida global
em 3 anos, mas correlacbes positivas foram observadas entre os niveis de cTnT na
cirurgia e na radioquimioterapia. Até o presente momento, ndo houve relatos prévios
mostrando a avaliacdo dos niveis de c¢cTnT no CCP antes da terapia antineoplasica.
Nagele e colaboradores (2011) descobriram que pacientes com CCP com niveis elevados
de cTnl apds o tratamento cirdrgico tiveram um risco 2 vezes maior de morte durante o
primeiro ano apos a cirurgia, mas a sobrevida a longo prazo aos 6 anos nao foi diferente

entre 0s grupos.

Nouraei e colaboradores (2007) avaliaram a cTnl nos pacientes com CCP apds a cirurgia
e encontraram elevacéo da cTnl em 25% dos pacientes. Além disso, os niveis de pressao
arterial sistélica (PAS) e PCR foram preditores independentes de elevacdo da cTnl no
poés-operatorio (Nouraei et al.,, 2007). No nosso estudo, apenas 9 (10,2%) dos 88
pacientes apresentaram um nivel de cTnT acima de 14 pg/mL, que é o ponto de corte pré-
definido pelo fabricante do teste para um teste positivo para lesdo miocardica. O fato da
cTnT ndo ter sido associada ao desfecho clinico no nosso estudo, pode ser devido a um
menor valor preditivo da cTnT comparado a cTnl em pacientes com cancer (Christenson
et al., 2015).

InvestigagBes anteriores mostraram que mesmo pequenas elevacdes nos niveis de cTnT
e BNP predizem piores desfechos em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC) estavel (Latini et al., 2011). Além disso, a troponina cardiaca é um biomarcador de
lesdo cardiaca indetectavel em individuos saudaveis (Wallace et al.,, 2006) e pacientes
com ICC e niveis de cTnT superiores a 10 pg/mL tiveram piores desfechos cardiacos com
aumento da mortalidade em comparacao a pacientes com niveis de cTnT abaixo de 10
pg/mL (Latini et al., 2011). Todas as amostras que foram avaliadas em nosso estudo
tinham valores detectaveis de hs-cTnT, o que é preocupante, e 22 (25%) de 88 pacientes
tinham um nivel de hs-cTnT acima de 10 pg/mL no inicio do estudo, o que s6 aumenta o

risco cardiovascular desse paciente quando for submetido ao tratamento oncoldgico.
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J& é bem conhecido que a terapia anti-cancer é cardiotoxica (Henri et al., 2016) e estudos
mostraram que o risco cardiaco aumenta apos a cirurgia no cancer de cabeca e pescoco
(Nouraei et al., 2007; Nagele et al., 2011). Portanto, o presente estudo mostrou que 0s
biomarcadores cardiacos PCR e NT-proBNP podem influenciar no desfecho clinico dos
pacientes com CCP mesmo antes do inicio de qualquer terapia. Um estudo anterior
relatou que 23% dos pacientes com CCP tinham doenca cardiovascular e 24% tinham
pressao arterial ndo controlada no momento do diagndstico, mas nenhum biomarcador
plasmaético foi avaliado (Okoye et al., 2017). Portanto, € importante considerar estratégias
para prevencdo de doencas cardiovasculares no CCP que envolvam atencdo primaria e

profissionais de oncologia e cardiologia.

Neste estudo o tratamento por radioterapia mostrou ser um fator de protegéo significativo
em relagcdo a quimioterapia. De forma semelhante outros estudos mostraram que o
tratamento combinado de quimioterapia e radioterapia esta associado a toxicidades mais
altas em relacdo ao uso de radioterapia sozinha (Forastiere et al., 2003; Haddad e Shin,
2008). Isso pode ser devido ao fato de que 0s agentes quimioterapicos mais usados no
tratamento do CCP sao a cisplatina e o 5-fluorouracil, e esses agentes tém sérios efeitos

cardiotoxicos (Senkus e Jassem, 2011).

As citocinas avaliadas nesse estudo nédo influenciaram no prognéstico em 3 anos dos
pacientes com CCP, porém observou-se um desequilibrio entre as citocinas pré e anti-
inflamatdrias, com um aumento da IL-6 e uma diminui¢cdo da IL-10, IL-4 e TNF-a apoés
tratamento. Ainda, houve uma correlagdo positiva da IL-17A e IL-10 antes e apdés a
radioquimioterapia, e uma correlagcdo positiva da IL-4 antes e ap0s a cirurgia e
radioquimioterapia. Estudos anteriores fornecem evidéncias do envolvimento das
citocinas, como IL-6, IL-8 e IL10, na patogénese do CCP, embora nao esteja claro se elas
desempenham papéis na transformacgéo celular ou sdo apenas super produzidas como
resultado da resposta imune contra o tumor (Eyigor et al., 2014). Além disso, IL-6 e IL-10
nao sao apenas produzidas pelas células do sistema imunoldgico, mas também pelas
células tumorais (Pries et al., 2006). Especula-se que estas citocinas sao usadas pelas
células tumorais para evadir e/ou suprimir a resposta imune (Eyigor et al., 2014). No
entanto, h& poucos estudos sobre o papel delas associada ao tratamento do CCP.



68

Niveis mais elevados de IL-6 tém sido associados com hipertensdo e produgdo hepatica
de PCR (Kanda e Takahashi, 2004), que por sua vez estd associada a doenca
cardiovascular. Do ponto de vista do cancer, a IL-6 demonstrou inibir a apoptose de
células cancerigenas, estimular a angiogénese e desempenhar um papel na resisténcia a
drogas e na progressédo tumoral (Guo et al.,, 2012; Yao et al., 2014). No cancer da
cavidade oral a alta expressao de IL-6 nas células tumorais foi associada ao estadiamento
avancado do tumor e baixa sobrevida em pacientes do sexo masculino (Chen et al.,
2012). Por outro lado, e corroborando com nossos resultados, Druzgal e colaboradores
(2005) também ndo encontraram associacdo entre sobrevida, estadiamento do tumor e
concentracdo de IL-6 no soro de 29 pacientes com CCP, mas houve aumento do nivel de
IL-6 pds-tratamento. Dado que aumenta a evidéncia de que esta citocina possa estar
elevada por outros motivos, incluindo infeccdo e complicacfes inflamatérias. Porém, ha
poucos estudos que avaliam a influéncia dessa citocina nos diferentes tratamentos do
CCP.

Sato e colaboradores (2013) avaliaram a concentracdo de IL-6 na saliva de 27 pacientes
com cancer da cavidade oral e ndo encontraram diferencas nos niveis pré e poés-
operatorios dessa citocina, porém, os altos niveis de IL-6 no pos-operatorio foi um fator de
risco independente para recidiva regional. Além do possivel papel da IL-6 na recidiva do
tumor de células escamosas, sua alta expressdo em tumores da cavidade oral foi um fator
preditivo para falha da resposta a radioquimioterapia e prognéstico desfavoravel (Jino et
al., 2015). Resultados diferentes ao que encontramos, pois no nosso estudo a IL-6 nao

influenciou na sobrevida dos pacientes.

No entanto, também ha estudos que associam altos niveis de IL-6 a caquexia e fadiga no
cancer do pancreas e do pulmao, respectivamente (Martignoni et al., 2005, Bayliss et al.,
2011). O que pode ser um dos fatores que pode explicar a perda de peso dos nossos
pacientes apés o tratamento, ja que em estudos anteriores do N0SSo grupo os pacientes
com CCP relataram altos niveis de sintomas como perda de peso e fadiga (Oliveira et al.,
2014a) e altos niveis de TNF-a (Oliveira et al., 2014b), citocina que também esta
relacionada a caquexia e fadiga no cancer (Meyers et al., 2005; Fearon et al., 2012).
Adicionalmente, a caquexia relacionada ao cancer pode induzir a uma insuficiéncia
cardiaca, que por sua vez exacerba a caquexia e piora o prognéstico dos pacientes

oncoldgicos (Kazemi-Bajestani et al., 2014; Belloum et al., 2017).
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Nos nossos resultados, o TNF-a ndo influenciou na sobrevida e nem na progressao
tumoral dos pacientes com CCP. O TNF-a foi descrito como um promotor enddégeno de
cancer via ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e € expresso por diferentes células
tumorais (Pries et al., 2006). Estudos clinicos mostraram que altos niveis de TNF-a no
plasma influenciaram a sobrevida e progressao tumoral nos pacientes com CCP (Peter et
al., 2013; Andersson et al., 2014), resultados que ndo encontramos no presente estudo.
Ainda, Citrin e colaboradores (2012) relataram que os niveis dessa citocina na saliva em
11 pacientes com cancer da cavidade oral aumentaram apds tratamento com radioterapia.

No nosso estudo o TNF-a diminuiu apos o tratamento, porém ela foi avaliada no plasma.

Em contrapartida, um estudo mais recente e com um namero maior de pacientes com
cancer da cavidade oral (n = 81) ndo encontrou diferencas na sobrevida e nem na
progressdo do tumor em relagdo as concentracfes de TNF-a no sangue dos pacientes
(Schiegnitz et al., 2018), corroborando com nosso estudo. Outro resultado encontrado no
presente estudo foi um nivel maior de TNF-a nos pacientes fumantes em relagéo aos nao-
fumantes. Resultado também encontrado em pacientes fumantes com doenca pulmonar
obstrutiva (Tanni et al., 2010; Diez Pifia et al.,2012), provavelmente devido a inflamacéo
provocada pelo tabaco, que aumenta a producao de neutréfilos, macrofagos e células T
liberando mediadores pro-inflamatérios no pulméo e nas vias aéreas (Serapinas et al.,
2011).

A citocina pré-inflamatéria IFN-y também néo influenciou na sobrevida e na progresséo
tumoral dos nossos pacientes. A IFN-y € secretada pelas células T ativadas e estimula
diferentes componentes do sistema imunolégico mediado por células, tais como linfocitos
T citotoxicos, macrofagos e células natural killers (NK) (Pries et al., 2006). Ela tem sido
associada a vigilancia imunoldgica relacionada ao céancer (Kaskas et al., 2014) e sua
reducdo apos o tratamento no nosso estudo, apesar de néo ter sido significante, pode ser
considerada um fator prognostico agravante, pois estudos associam a sua reducdo com
uma maior incidéncia de recidiva tumoral (Thiounn et al., 1995; Lucey et al., 1996). No
CCP, o IFN-y demonstrou uma regulacdo negativa da expressado do receptor CXCR4
(Katayama et al., 2005), que desempenha um papel importante na migracdo e metastase
de células tumorais (Rave-Franket al., 2016). Além disso, um estudo recente mostrou que
o INF-y pode sensibilizar as células do CCP a apoptose e necrose induzidas pela

guimioterapia por meio da regulacao positiva do gene Egr-1 (Early Growth Response-1),
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gue estimula a formacao do fator antiangiogénico trombospondina-1 (TSP-1) (Xu et al.,
2014). Assim, alguns estudos sugerem o INF-y como potencial alvo terapéutico para
melhorar a resposta do tumor de CCP ao tratamento (Richtsmeier et al., 1990; Mazibrada
et al., 2010; Berinstein et al., 2012).

Poucos estudos analisaram a influéncia da IL-17A na sobrevida e progressao do tumor no
CCP. Nossos resultados ndo encontraram essa associacdo, porém, outros estudos
associaram altos niveis de IL-17A no sangue dos pacientes com CCP com a progressao
da doenca e sobrevida dos pacientes com CCP (Li et al., 2011; Li et al., 2016; Lee et al.,
2018). Resultado provavelmente devido ao papel ambiguo dessa citocina em diversos
tipos de cancer, inclusive no CCP (Young, 2016), podendo exercer atividade pré-tumoral

guanto antitumoral. Bem como ela pode ter efeitos pré-aterogénicos ou protetores.

As duas principais citocinas anti-inflamatérias (Th2) sao IL-4 e IL-10. Estudos em modelos
animais indicam que a IL-4 e IL-10 estdo envolvidas na progressao do tumor (Salazar-
Onfray et al., 2007; Li et al.,, 2009). Porém, ha um numero limitado de estudos que
investigaram a associacdo dos niveis séricos dessas citocinas em pacientes com CCP e
com resultados controversos. Enquanto uns relatam altos niveis de IL-10 e IL-4 e as
relacionam com a progressao do tumor no CCP (Lathers e Young, 2004; Sparano et al.,
2004; Jebreel et al.,, 2007), outros estudos n&do encontraram diferencas na sua
concentracdo em relacdo aos controles saudaveis (Riedel et al., 2004; Druzgal et al.,
2005; Linkov et al., 2007; Kaskas et al., 2014). Além disso, os estudos que relatam a
influéncia da IL-10 na sobrevida de pacientes de CCP, ndo compararam 0s niveis dessa
citocina entre 0os pacientes, mas sim quem apresentava IL-10 detectavel ou ndo no soro
(Alhamarneh et al., 2011; Green et al., 2012). O estudo de Alhamarneh e colaboradores
(2011) também relatou a diminuicdo dos niveis de IL-10 ap06s o tratamento, confirmando a
conclusao do estudo de Chandler e colaboradores (2002), de que os tumores do CCP sao

a principal fonte de producéao da IL-10.

Em relacdo a IL-4, no presente estudo, ndo houve associagdo de seus niveis plasmaticos
a sobrevida nos pacientes com CCP. No estudo de Kwon e colaboradores (2015) a alta
expressdo do receptor de IL-4 (IL-4Ra) nos tumores da cavidade oral foi associada ao
estadio avancado e recidiva do tumor. Porém, ndo houve influéncia do IL-4Ra na

sobrevida e os niveis plasmaticos da IL-4 ndo foram avaliados. Foi demonstrado que a IL-
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4 induz a catepsina em macréfagos associados aos tumores, in vitro e in vivo, que por sua
vez induzem a expressao de metaloproteinases da matriz produzindo migracao e invasao
de células tumorais (Gocheva et al., 2010). Adicionalmente, a IL-4 antagoniza os efeitos
do INF-y prejudicando a imunidade anti-tumoral (Rosenzweig e Holland, 2005; Pries et al.,
2006). Portanto, no nosso estudo, sua diminuicdo apds o tratamento pode ser

considerado um fator favoravel para a resposta do paciente ao tratamento.

Evidéncias na literatura sustentam que ha um desequilibrio de citocinas pré (Thl) e anti-
inflamtorias (Th2) no soro de pacientes com CCP, com um aumento de Th2 em relacdo a
Thl, produzindo um ambiente in vivo incapaz de promover uma resposta anti-tumoral
apropriada (Lathers e Young, 2004; Pries et al., 2006; Jebreel et al., 2007). No presente
estudo, ndo foi possivel avaliar as concentracfes das citocinas em relacao a controles e,
também, as citocinas ndo influenciaram no prognéstico dos pacientes com CCP. Porém,
algumas citocinas (IL-6, TNF-qa, IL-10 e IL-4) comprovaram estar em desequilibrio apos o
tratamento, o que pode ser um fator desfavoravel para resposta ao tratamento desses
pacientes. Paralelamente, este desequilibrio entre o perfil Th1/Th2 juntamente com a
influéncia dos marcadores PCR e NT-proBNP, que se mostraram fatores preditores
independentes para pior desfecho clinico, podem desencadear outros estados
inflamatoérios que podem contribuir para as DCVs (Girn et al., 2007) piorando o

prognostico desses pacientes.

Héa evidéncias na literatura que sugerem que o cancer e as DCVs compartilham dos
mesmos mecanismos biolégicos (Blaes et al., 2017) e, adicionalmente, existem varios
fatores de riscos compartilhados tanto para o CCP quanto para as DCVs: idade, sexo,
dieta e uso do tabaco e alcool. Portanto, o controle de fatores de riscos cardiovasculares

também pode melhorar a incidéncia do CCP.

Existem algumas limitagdes no presente estudo. A PCR é conhecida por ser um marcador
nao especifico de inflamacdo e também é possivel que a presenca de outras doencas
sistémicas possam influenciar os niveis séricos dos biomarcadores. Nao fomos capazes
de avaliar sinais clinicos de dano cardiaco, mas a falta de evidéncia de uma funcao
cardiaca afetada ndo exclui a possibilidade de deterioragdo cardiaca futura. Além disso, a
identificacdo da doenca subclinica preexistente parece ser possivel com o uso de

biomarcadores de testes rapidos e custo-efetivos, tais como PCR e NT-proBNP, no
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sangue. Por exemplo, apenas o paciente que possuir um valor de BNP anormal deve
fazer um ecocardiograma, levando a uma abordagem segura e diminuindo custos (Scaott,
2010). Aléem de que esses biomarcadores possuem testes rapidos, econbmicos e sao
realizados em testes laboratoriais de rotina. Eles poderiam ser Uteis na identificacdo de
disfuncdo cardiaca precoce para otimizar o atendimento ao paciente com CCP e

desenvolver estratégias de cardioprotecédo antes do tratamento.
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6. CONCLUSAO

Em concluséo, o niveis elevados de PCR e NT-proBNP antes do tratamento influenciaram
a sobrevida global de 3 anos dos pacientes com CCP. Adicionalmente, o desequilibrio das
citocinas Th1/Th2 ap6s o tratamento pode tanto prejudicar a resposta anti-tumoral do
sistema imunoldgico, quanto levar o paciente a estados inflamatérios e DCVs que podem
contribuir para uma ma resposta ao tratamento e influenciar no progndéstico dos pacientes
com CCP. Portanto, estratégias que avaliem e acompanhem esses pacientes durante o
tratamento é de suma importancia para tentar melhorar a resposta ao tratamento, ou
implantar novas terapias para aumentar a sobrevida e dar uma qualidade de vida aos

pacientes com CCP.
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Estudo: Avaliacdo da dor e da qualidade de vida dos pacientes com carcinoma de células
escamosas de cabega e pescoco

INTRODUCAO

Vocé estda sendo convidado a participar desta pesquisa para avaliar a qualidade de vida e o nivel
plasmatico de citocinas de pessoas que vivenciam a dor oncoldgica. Nosso objetivo é avaliar o impacto do
cancer, da dor e do uso dos medicamentos para o tratamento da sua dor, caso tenha, sobre a sua
qualidade de vida e as citocinas, que sao substancias que podem causar dor. Sua participacao neste
estudo € voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou retirar-se do estudo a qualquer momento, sem
que isso afete o tratamento médico que vocé esta recebendo. Por favor, leia cuidadosamente este
formulario de consentimento e esclareca com o coordenador da pesquisa no hospital quaisquer dividas
que vocé possa ler sobre o estudo antes de assinar este termo.

EXPLICA(}I\O DOS PROCEDIMENTOS

Se vocé concordar em participar deste estudo, sera solicitado que vocé faca uma entrevista e forneca
amostras de sangue. Alem disso, nos pediremos sua permissao para coletar informacoes relevantes do
seu prontuario médico. Se vocé decidir nac responder, seja a uma guestao especifica ou a todas as
informagdes, nao sofrera nenhuma penalidade. Vocé pode participar da entrevista, mas se recusar a
fornecer as amostras biologicas (sangue).

Questionario:

Um entrevistador vira aplicar o questionario enquanto vocé estiver no hospital. Serao feitas varias
perguntas sobre diferentes aspeclos de sua vida: sua salde fisica, sua vida emocional, seu meio-
ambiente, sua idade, a intensidade da sua dor e caracteristicas dela etc. Vocé levara, em media, 20
minutos para responder o questionario.

Coleta de sangue:
Sera solicitado que vocé doe uma amostra de sangue enquanto estiver no hospital. Uma enfermeira
treinada retirara aproximadamente 5 mi de sangue de uma veia do seu brago, da maneira habitual.

ANALISE DE AMOSTRA BIOLOGICA

O sangue serad enviado a laboratorio para que possamos saber quanto das substancias chamadas
citocinas tem no seu sangue. As citocinas estao relacionadas com a sensacao de dor e, provavelmente, ao
crescimento do tumor. Concordando com este estudo vocé estara autorizando que estas amostras sejam
armazenadas por um periodo de 05 anos, podendo ser solicitada prorrogagao deste prazo, para serem
utilizadas em mvestlgacoes futuras. Toda nova pesquisa a ser realizada utilizando estas amostras devera
ser submetida & nova aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa.
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As amostras biolégicas obtidas serao utilizadas apenas para fins de investigacao. Qualquer material que
nao seja imediatamente utilizado permanecera armazenado. Vocé lem o direito de saber, a qualquer
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pagamento pelo preenchimento do questionario e fornecimento da amostra bioldgica.

DESCONFORTO E RISCOS POTENCIAIS

Durante a coleta do sangue, vocé pode sentir um pouco de dor ou apresentar um hematoma (mancha
roxa) no brago, no local onde for realizada a coleta. E possivel, mas nao provavel, que vocé apresente
inchaco ou sangramento no local da puncao. Pode também ocorrer um mal-estar relacionado ao medo de
agulhas E improvavel que ocorram danos fisicos a partir da coleta de sangue. Se estes danos ocorrerem,
vocé sera imediatamente tratado pelos profissionais do hospital,

BENEFICIOS POTENCIAIS

O beneficio esperado com o estudo estd relacionado ao maior conhecimentc sobre aspectos
sociodemograficos e clinicos das pessoas com dor oncologica e sobre o valor terapéutico dos remédios
usados para o controle da sua dor, pois acreditamos que estes aspectos 1ém influenciado a sua vida, jé
aue a sua qualidade de vida pode estar relacionada ao estagio da doenca e acs aspectos acima citados.
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Desta forma, estas informacoes poderao auxiliar os profissionais de saude a conhecerem melhor os seus
pacientes e utilizarem tratamentos mais eficientes para o conirole da sua dor, e assim, melhorar a
qualidade da assisténcia que prestam e a sua qualidade de vida. Sua participagéo € muito importante para
0 sucesso desta pesquisa e tamhém podera trazer beneficio as geracoes futuras.

GARANTIA DA CONFIDENCIALIDADE

Sera realizada a codificagao de todo material e informagao obtidos, objetivando garantir o sigilo e o
respeito a confidencialidade. As informagoes serao usadas apenas para fins cientificos, em conformidade
com a legislagao do Brasil. Ninguém, exceto os membros da equipe de pesquisa, lera acesso as suas
respostas e aos resultados de testes. Seu empregador (patrao) nao terd acesso a quaisquer resultados ou
informacoes que vocé nos fornecer. A amostra bioldgica nao sera etiquetada com o seu nome. Seu nome
nao sera divulgado em nenhum relatorio ou trabalho cientifico.

DIREITO A SE RETIRAR DO ESTUDO

Vocé pode se recusar a participar e/ou retirar o seu consentimento e interromper a participacac a qualquer
momento, sem nenhuma penalizagdo ou perda de algum heneficio que tenha recebido anteriormente. Se
vocé inicialmente decidir dar seu consentimento para o armazenamento das amostras biologicas para
pesquisas futuras, mas depois mudar de idéia e enviar notificacdo por escrito para o coordenador da
pesquisa Dra. Sonia Alves Gouvéa, professora do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, CCS-UFES,
todos os remanescentes da sua amostra bioldgica serdo entdo destruidos. A sua decisao sobre esse
assunto nao afetara o seu tratamento médico ou seu emprego.

CERTIFICACAOQ

Eu li a explicagado sobre o estudo e tive a oportunidade de discutir e esclarecer minhas ddvidas. Ao
concordar em participar deste estudo, eu nao renuncio a nenhum direito que possa ser relativo ao acesso
e divulgacao dos meus dados. Eu concordo em participar das partes do estudo onde esta assinalado
“sim" e recuso-me a participar das partes do estudo onde esta assinalado “nao”. Declaro que recebi uma
copia deste termo de consentimento.

SIM  NAQ Parte do estudo

Entrevista
Coleta e teste do sangue
Acesso aos prontuarios médicos
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Nés agradecemos a sua colaboragao nesse importante projeto de pesquisa. Se vocé tiver duvidas sobre
este estudo, vocé pode telefonar para a Dra. Sonia Alves Gouvéa, professora do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas, CCS-UFES, no telefone (27) 3335-7333 (email: gouveasa@yahoo.com.br) ou
através do Comité de Etica em Pesauisa — CEP: Telefone - 3335-7211 e E-mail: www.ccs.ufes.br/cep ou
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Abstract

Objectives: Patients with head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) have an elevated risk
of non-HNSCC mortality by cardiovascular disease. In this study, we examined the prognostic
significance of pretreatment serum C-reactive protein (CRP), cardiac troponin T (¢cTnT) and N-
terminal probrain natriuretic peptide (NT-proBNP) levels on all-cause mortality risk after three
years of diagnosis of HNSCC.

Study Design: Prospective case series.

Methods: Data from 118 consecutive patients with HNSCC, treated between 2012 and 2015, were
evaluated prospectively. The impact of CRP, high-sensitive (hs)-cTnT and NT-proBNP levels on
the 3-year overall survival was estimated using the Kaplan—Meier method and Cox proportional
hazard models.

Results: During the 36-month follow-up, 37 patients (31.35%) died, and the multivariate analysis
revealed that elevated CRP (Hazard ratio: 3.71, 95% CI: 1.44 — 9.53, P = 0.007) and NT-proBNP
levels (Hazard ratio: 5.04, 95% CI: 2.02 — 12.55, P = 0.001) are associated with a worse prognosis
in patients with HNSCC, independent of age, sex, smoking status, alcohol consumption, TNM
classification, tumor site, body mass index (BMI), systolic blood pressure (SBP), and treatment

modality (except for radiotherapy). Hs-cTnT did not influence the prognosis of patients with
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HNSCC, but it was correlated with TNM classification and SBP. CRP was significantly correlated
with BMI and TNM classification; NT-proBNP was significantly correlated with SBP and hs-cTnT.
Conclusions: In this study, the pretreatment CRP and NT-proBNP levels were identified as
independent prognostic markers for a poor clinical outcome after three years from diagnosis of
HNSCC.

Level of evidence: 4

Keywords: Head and neck squamous cell carcinoma; C-reactive protein; NT-proBNP; Troponin T;

Cardiovascular disease.

Introduction

Head and neck cancer is the sixth most common cancer worldwide; the vast majority are
squamous cell carcinomas originating from the mucosa of the upper aerodigestive tract that arise in
the oral cavity, pharynx and larynx. Tobacco and alcohol consumption can produce mutagenic
effects on the upper aerodigestive tract and are among the most important known risk factors for the
development of head and neck squamous cell carcinomas (HNSCCs).>*

Treatment options for this type of cancer are variable and depend on the size and location of
the primary tumor, lymph node status, presence or absence of distant metastases, the patient's ability
to tolerate treatment, and the patient's desires.* Despite advances in therapy, the five-year survival
rate for HNSCC has not improved significantly over the past several decades, and it remains at
approximately 50%. Additionally, HNSCC is the eighth most prevalent cancer that is associated
with a poor prognosis.®

The inclusion of new drugs and more aggressive regimens for the treatment of cancer
improved the survival of patients with malignancy, but the prevalence of long-term cardiac effects
for those therapies has also increased.® The cardiac side effects of these drugs have been shown to

affect the quality of life and overall survival of these patients, independent of the prognosis related
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to cancer.® Unfortunately, the prognosis of cancer therapy-induced cardiomyopathy may be worse
than the malignancy for which it was indicated.’

Patients with HNSCC have an elevated risk of non-HNSCC mortality; the most frequent
causes of noncancer mortality are cardiovascular disease (28%), chronic obstructive pulmonary
disease (8.5%), and cerebrovascular disease (5.6%).% Studies have suggested a possible role for
biomarkers as important indicators of survival and treatment decision for HNSCC.**! In addition,
measurement of cardiospecific biomarkers can be a valid diagnostic tool for early identification,
assessment, and monitoring of cardiotoxicity.*?

C-reactive protein (CRP), an acute-phase marker of inflammation, is extensively studied in
chronic inflammation and cancers.™®** It has been reported that elevated CRP is also associated with

15,16

cardiovascular events and low survival rates in patients with breast, ovarian, oral, oesophageal

and hepatocellular cancer.”

Cardiac troponin T (cTnT) is a protein that is present in the myocardial cells and is a
specific and sensitive marker of myocardial injury, with both high diagnostic and prognostic
value.??

Natriuretic peptides, such as N-terminal probrain natriuretic peptide (NT-proBNP), have
been found to be sensitive in the detection of cardiac functional impairment;*? it is synthesized and
secreted by cardiomyocytes in response to increased myocardial wall stress.?

Previous studies have shown the involvement of CRP, cTnT and NT-proBNP in
cardiotoxicity associated with anticancer drugs, such as survivorship.***? However, few studies
have evaluated the predictive value of these markers for the detection of future cardiovascular
dysfunction and mortality in cancer, including in patients with cancer of the head and neck
following oncologic therapy.

The present study examined the prognostic significance of pretreatment serum CRP, cTnT

and NT-proBNP levels on all-cause mortality risk three years after the diagnosis of HNSCC.
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Materials and methods

Patients

This study was approved by our ethical committee (UFES n° 99.242/2012). In addition, the
research was carried out according to The Code of Ethics of the World Medical Association
(Declaration of Helsinki), and all the patients involved have signed an informed consent form
before taking part in it.

This prospective analysis included data from 118 consecutive patients with primary
HNSCC who were treated at the Santa Rita de Cassia Hospital, ES, Brazil, between 2012 and 2015.
Inclusion criteria were patients with untreated HNSCC aged over 18 years of both genders. The
exclusion criteria were patients who had already been treated for cancer and patients who had
recurrent malignant disease. All patient information was collected and recorded before any
treatment. Clinical data (gender, age, tumor location, TNM classification according to The
American Joint Committee on Cancer 7th Edition,?* treatment and mortality in three years) were
obtained from medical records.

Finally, we assessed body mass index (BMI) by measuring weight and height (kg/m?),
systolic blood pressure (SBP) by using the validated digital blood pressure measuring device,
Omron HEM-705 CP (Omron Healthcare, INC. Illinois, USA), and smoking and drinking behavior

for all participants at diagnosis.

Serum sample collection and analysis

Ten millilitre venous blood samples were collected at the diagnosis of HNSCC and

centrifuged at 4°C and 1000 g for 15 min. The sera were immediately stored at -80 °C until analysis.
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Serum samples were obtained to determine CRP, high-sensitive (hs)-cTnT and NT-proBNP
concentrations using Roche kits on a Roche Cobas 6000 automated analyser (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). The serum concentrations of CRP were assayed by a commercial
immunoturbidimetric method using a CRPL3 kit (Roche Diagnostics). Elevation of serum CRP
level was defined at a threshold point of > 5.0 mg/L. An electrochemiluminescence sandwich
immunoassay was used both for measuring serum hs-cTnT and serum NT-proBNP. The median hs-
cTnT (7.6 pg/mL) was used as the threshold, while a clinically relevant threshold was used for NT-
proBNP (125 pg/mL). All experiments were carried out according to the manufacturer’s

instructions.

Statistical analysis

Quantitative data were presented as the means + standard deviation (SD) and categorical
data as counts and percentages. The distribution of the data was analysed with Kolmogorov—
Smirnov test. The Mann-Whitney test was used for two independent samples, and qualitative
variables were compared by chi-square test when appropriate. Univariate and multivariate Cox
proportional hazard regression methods were used to evaluate the association between death and
potential independent factors. In univariate Cox regression analysis, the following variables were
included: age, sex, BMI (kg/m?), smoking / alcohol status, SBP, TNM classification, treatment,
tumor site, and biomarkers.

Variables with P < 0.05 were entered into the multivariate Cox regression analysis to assess
which variables were independently associated with death. The 3-year overall survival (OS) was
calculated from the time (in months) of diagnoses to death from any cause. Survival was estimated
using the Kaplan—Meier method and compared by the log-rank test. Hazard ratios (HRs) estimated

from the Cox analysis were reported as relative risks with corresponding 95% confidence intervals
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(CIs). Furthermore, Spearman’s correlation coefficients were used to examine associations between
biomarkers and clinicopathological parameters. The statistical analyses were performed using
Statistical Package for Social Sciences version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). A two-

sided P < 0.05 was considered statistically significant.

Results

The patients' clinical characteristics are described in Table 1. The most common primary
site was the oral cavity, followed by the oropharynx, larynx, and hypopharynx. Approximately,
60% of patients had an advanced stage of the disease (Il + V), and 55.9% and 44.9% of patients
had a history of smoking or alcohol consumption, respectively. There were differences in survival
according to TNM classification, tumor size and cancer treatment. There was a significant
difference (P = 0.03) between the mean value of the BMI in patients who died and those who
survived. During the 36-month follow-up, 37 patients (31.35%) died, and the mean 3-year OS was
30.6 months (95% IC: 28.8 — 32.5).

As shown in Figure 1A, the 3-year OS of the CRP elevated group was significantly worse
than that of the normal CRP group (P = 0.03); the 3-year OS rates were 51.6% and 72.6%,
respectively. The NT-proBNP elevated group also had a significantly worse 3-year OS compared
with that of the normal NT-proBNP group (P = 0.02) (Figure 1B); the 3-year OS rates were 47.4%
and 70.5%, respectively. No difference was found in 3-year OS between the normal hs-cTnT group
and elevated hs-cTnT group (P = 0.62) (Figure 1C).

We examined the factors affecting the 3-year OS using univariate and multivariate analysis
(Table 2). In univariate analysis, advanced stage of disease (HR: 2.16, 95% CI: 1.06 — 4.38, P =
0.032), CRP (HR: 2.02, 95% CI: 1.03 — 3.95, P = 0.039), and NT-proBNP (HR: 2.31, 95% CI: 1.07
—5.03, P = 0.033) were all significantly associated with a worse prognosis, except for radiotherapy

(HR: 0.06, 95% CI: 0.01 — 0.48, P = 0.008), and BMI (HR: 0.91, 95% CI: 0.84 — 0.99, P = 0.032).
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To exclude possible confounding factors, a multivariate analysis was performed, and the results
revealed that CRP (HR: 3.71, 95% CI: 1.44 — 9.53, P = 0.007), NT-proBNP (HR: 5.04, 95% CI:
2.02—12.55, P = 0.001), and radiotherapy (HR: 0.03, 95% CI: 0.004 — 0.39, P = 0.006) remained as
independent prognostic indicators for 3-year OS.

Spearman correlations (Table 3) revealed positive associations of CRP levels with BMI and
TNM classification (P = 0.01 and P = 0.02, respectively). NT-proBNP levels were positively
correlated with SBP and hs-cTnT levels (P = 0.04 and P = 0.00, respectively). In turn, hs-cTnT
levels were negatively correlated with TNM classification (P = 0.01) and were positively correlated

with SBP (P = 0.01).

Discussion

In the present study, we demonstrated that elevated CRP and NT-proBNP levels are
associated with a worse prognosis in patients with HNSCC, independent of age, sex, smoking and
alcohol consumption, TNM classification, tumor site, BMI, SBP, and treatment modality (except
for radiotherapy). Additionally, the inflammatory marker CRP was significantly correlated with the
BMI and TNM classification, and NT-proBNP was significantly correlated with SBP and hs-cTnT.
Although ¢TnT did not influence the prognosis of patients with HNSCC, it was correlated with the
TNM classification and SBP.

The presence of a systemic inflammatory response is associated with a worse prognosis in
several types of malignancies, and this condition can also increase the risk of cardiovascular events

in cancer patients.?> Other studies have already suggested the involvement of increased CRP level

26,27 19,28,29

with clinical outcome in cancer patients, including head and neck cancer patients, and in
our study, CRP was an independent prognostic factor of smoking and BMI, factors that influence

CRP levels.®%3!
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NT-proBNP levels in patients with cancer have also been evaluated, showing that non-
Hodgkin lymphoma patients with elevated NT-proBNP levels prior to chemotherapy had a higher
risk of cardiac toxicity with heart failure progression and death from all causes;** however, the
prognostic value of this marker had not been investigated in HNSCC prior to anticancer therapy. A
recent study hypothesized the relationship between cancer and BNP, showing that BNP levels were
elevated in cancer patients, which is likely due to cancer-related inflammation.* In cardiomyocytes,
BNP synthesis has been shown to be upregulated at the transcriptional level by inflammatory
cytokines;* it is well known that the HNSCC microenvironment is characterized by an excess of
immunosuppressive cytokines, including interleukin-6.* Moreover, NT-proBNP was associated
with a future diagnosis of cancer in patients with coronary artery disease.®

To the best of our knowledge, there have been no previous reports showing the evaluation of
hs-cTnT levels in HNSCC prior to anticancer therapy. Nagele et al.*® found that head and neck
cancer patients with elevated levels of cTnl after surgical treatment had a 2-fold increased risk of
death during the first year after surgery, but the long-term survival at 6 years was not different
between groups. In our study, the levels of hs-cTnT did not influence the overall survival rate at 3

years. Nouraei et al.*’

also evaluated cTnl in head and neck cancer patients after surgery and found
cTnl elevation in 25% of patients. In addition, the systolic blood pressure (SBP) and CRP levels
were independent predictors of postoperative cTnl elevation.” In the present study, only 9 (10.2%)
of 88 patients had a hs-cTnT level above 14 pg/mL, which is the predefined cutoff that the
manufacturer recommends for a positive test (for myocardial injury), and significantly positive
correlations were observed between hs-cTnT levels and SBP, but the hs-cTnT level was not
associated with clinical outcome. This result may be due to cTnT having less predictive value than
cTnl in cancer patients.®

Prior investigations have shown that even small elevations in cTnT and BNP levels predict

worse outcomes among patients with stable congestive heart failure.*® Furthermore, cardiac
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troponin is a biomarker of cardiac injury that is undetectable in healthy subjects,*® and Latini et al.*

showed that patients with cTnT levels exceeding more than 10 pg/mL had worse cardiac outcomes
and significantly increased mortality compared with patients with cTnT levels below 10 pg/mL. All
samples that were evaluated in our study had detectable values of hs-cTnT, and 22 (25%) of 88
patients had a hs-cTnT level above 10 pg/mL at study entry. In accordance with Latini et al.,> NT-
proBNP was also significantly correlated with hs-cTnT.

Anticancer therapy is known to be cardiotoxic,® and studies have shown that postoperative
cardiac risk increases after head and neck cancer surgery.®** The present study shows that the
cardiac biomarkers, CRP and NT-proBNP, can influence the clinical outcome of patients with
HNSCC even prior to the initiation of any therapy. A previous study reported that 23% of patients
with HNSCC had cardiovascular disease and 24% had uncontrolled blood pressure at diagnosis, but
no serum biomarkers were evaluated.”* Therefore, it is important to consider strategies for
cardiovascular disease prevention in HNSCC that involve primary care, oncology, and cardiology
professionals.

The most frequent cytotoxic agents used to treat head and neck cancers are cisplatin and 5-
fluorouracil; these agents have serious cardiotoxic effects.*? Additionally, radiotherapy proved to be
a significant protective factor in relation to other types of therapy, confirming the fact that the
combined use of chemotherapy and radiation is associated with higher treatment-related toxicities
than the use of radiation alone.*®

There are a few limitations to the present study. CRP is known to be a non-specific marker
of inflammation; it is also possible that the presence of other systemic diseases could influence the
serum biomarker levels. We were not able to evaluate clinical signs of cardiac damage, but the lack
of evidence of an affected heart function does not exclude the possibility of late cardiac
deterioration. Moreover, the unmasking of preexisting subclinical disease appears to be possible

with the use of rapid and cost-effective biomarkers, such as CRP and NT-proBNP, in blood. For
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example, screening asymptomatic patients with a BNP test and performing echocardiography if the
BNP is abnormal resulted in a less expensive approach.**

In conclusion, increased pretreatment CRP and NT-proBNP levels seem to significantly
affect the 3-year OS in HNSCC patients. These biomarkers are rapid, cost effective and are

performed in routine laboratory testing; they could be helpful in identifying early cardiac

dysfunction to optimize patient care and develop pretreatment cardioprotective strategies.
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Figure Legends

Fig. 1. Kaplan—Meier curves showing the 3-year overall survival categorized by (A) C-reactive

protein (CRP) with a cut-off value of 5 mg/L (n = 104), (B) N-terminal pro-brain natriuretic peptide

(NT-proBNP) with a cut-off value of 125 pg/mL (n = 80) and (C) high-sensitive cardiac troponin T

(hs-cTnT) with a cut-off value of 7.6 pg/mL (n = 88) for patients with head and neck squamous cell

carcinoma (HNSCC). (Log-rank test was used to compare the groups)



Table 1. Characteristics of patients with HNSCC (n = 118).
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Total Survival Death P value
Variables'

n (%) n (%) n (%)
Age at diagnosis (years)
<60 66 (55.9) 44 (54.3) 22 (59.5) 0.60
> 60 52 (44.1) 37 (45.7)  15(40.5)
Sex
Male 98 (83.1) 68 (84) 30 (81.1) 0.70
Female 20 (16.9) 13 (16) 7 (18.9)
Currently smoking
Yes 66(55.9)  41(51.9) 25(67.6)  0.21
No 16(13.5)  11(13.9)  5(13.5)
Ex-smokers 34(28.8) 27 (34.2) 7 (18.9)
Unknown 2(1.7)
Alcohol consumption
Yes 53(44.9) 34(43)  19(514) 058
No 11 (9.3) 7 (8.9) 4 (10.8)
Ex-drinkers 52 (44) 38 (48.1) 14 (37.8)
Unknown 2(1.7)
Primary tumor location
Oral cavity 67(56.8) 48(59.3) 19(51.4) 054
Oropharynx 37(31.4) 25(30.9) 12(32.4)
Hypopharynx 3(2.5) 1(1.2) 2 (5.4)
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Larynx 11 (9.3) 7 (8.6) 4 (10.8)

TNM classification

I + 11 (early) 52 (44.1)  41(50.6) 11(29.7)  0.03*
111 + 1V (advanced) 66 (55.9) 40 (49.4) 26 (70.3)

Tumor size

TL+T2 58(49.1)  45(55.6) 13(35.1)  0.04*
T3+ T4 60 (50.9) 36 (44.4) 24 (64.9)

N

Negative 79(66.9) 56 (69.1) 23(62.2)  0.45
Positive 39(331) 25(30.9) 14 (37.8)
Treatment

Surgery 29(23.7) 28 (34.6) 1(27)  0.007*
Radiotherapy 9 (7.6) 5(6.2) 4(10.8)

Surgery + RT 9 (7.6) 6 (7.4) 3(8.1)

Surgery + RT + CHT 14(12.7) 8(9.9) 6 (16.2)

RT + CHT 57(48.4)  34(42)  23(62.2)

BMI (kg/m?)

Mean + SD 2391413 2447x3.7 2277x4.7 0.02*
SBP (mmHg)

Mean + SD 142 + 26 144 + 27 136 = 22 0.15

HNSCC = head and neck squamous cell carcinoma; RT = radiation therapy; CHT = chemotherapy; SD =
standard deviation; BMI = body mass index; SBP = systolic blood pressure; T = tumor size; N = lymph node
involvement.

"Chi-square test was used for comparison of qualitative variables and Mann Whitney

test for comparisons of continuous variables.

*P <0.05.
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Table 2. Univariate and multivariate Cox proportional analyses of survival according to

clinicopathological variables and serum levels of CRP, NT-proBNP and hs-cTnT.

Univariate analysis Multivariate analysis
Variable Patient (n) HR (95% CI) P value HR (95% CI) P value
Age at diagnosis (years)
<60 66 reference
>60 52 0.87 (0.45-1.68) 0.683
Sex
Female 20 reference
Male 98 0.81(0.35-1.83) 0.607
Smoking
No 16 reference
Yes 66 1.1(0.42 -2.87) 0.846
Alcohol
No 11 reference
Yes 53 0.82 (0.31-2.60) 0.824
TNM classification
I+ 11 (early) 52 reference reference
11 + IV (advanced) 66 2.16 (1.06 —4.38)  0.032* 0.81(0.26 —2.58)  0.727
Tumor site
Oral cavity 67 reference
Oropharynx 37 0.74 (0,25-2.20) 0.598
Hypopharynx 3 0.90 (0.29-2.80) 0.863
Larynx 11 2.18 (0.39-11.93) 0.368
Treatment

Surgery 29 reference reference



Radiotherapy 9 0.06 (0.01-0.48) 0.008* 0.03(0.004-0.39) 0.006*
Surgery + RT 9 1.30(0.45-3.76) 0.627 1.14(0.24-5.43) 0.862
Surgery + RT + CHT 14 0.79 (0.23-2.65) 0.709 0.98(0.16-5.96) 0.984
RT + CHT 57 1.04 (0.42-2.56) 0927 0.81(0.26-2.52) 0.715
BMI (kg/m?) 116 0.91(0.84-0.99) 0.032* 0.91(0.81-1.03) 0.128
SBP (mmHg) 114 0.98 (0.97-1.0)  0.056

CRP level

<5 mg/L 73 reference reference

>5 mg/L 31 2.02(1.03-3.95) 0.039* 3.71(1.44-9.53) 0.007*
NT-proBNP level

<125 pg/mL 61 reference reference

>125 pg/mL 19 2.31(1.07-5.03) 0.033* 5.04 (2.02—12.55) 0.001*
hs-cTnT level

<7.6 pg/mL 45 reference

>7.6 pg/mL 43 0.82(0.38-1.78)  0.623
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RT = radiation therapy; CHT = chemotherapy; BMI = body mass index; SBP = systolic blood pressure; CRP

= C-reactive protein; NT-proBNP = N-terminal probrain natriuretic peptide; hs-cTnT = high-sensitive

cardiac troponin T; HR = hazard ratio; Cl = confidence interval.

*P <0.05.
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Table 3. Correlation between serum biomarkers and clinicopathological factors.

BMI (kg/m?) TNM classification SBP (mmHg) hs-cTnT (pg/mL)

CRP (mg/L)
I 0.240 0.225 -0.160 -0.215
P value 0.01* 0.02* 0.11 0.06

hs-cTnT (pg/mL)
rs 0.137 -0.260 0.268

P value 0.20 0.01* 0.01*

NT-proBNP (pg/mL)
rs -0.198 -0.047 0.228 0.362

P value 0.08 0.67 0.04* 0.00*

CRP = C-reactive protein; NT-proBNP = N-terminal probrain natriuretic peptide; hs-cTnT = high-sensitive
cardiac troponin T; BMI = body mass index; SBP = systolic blood pressure; rs = Spearman’s correlation
coefficients.

*P <0.05.
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