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Que anoiteca sem passar.

E nem h&a manha guardada

Que ndo rompa a madrugada
Sem fazer o sol brilhar."*

L CANTACOES - Gildes Bezerra



RESUMO

Individuos com Carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) desenvolvem,
frequentemente, Caquexia associada ao cancer (CAC), caracterizada por perda involuntaria de
massa muscular aliada ou ndo a massa gorda. Suporte nutricional é incapaz de reverter o
quadro, influenciando na qualidade de vida, estado nutricional e fisico, consequentemente, na
eficiéncia das terapias antineoplasicas. O dificil acesso a exames complexos de imagem é um
desafio para o diagndstico precoce da CAC, o que faz do uso de métodos simplificados ser de
grande relevancia no planejamento da terapia multimoldal, com impacto na redugéo do alto
indice de morbimortalidade, caracteristico, do CCECP. O objetivo deste trabalho foi analisar a
associacdo entre parametros demogréaficos, clinicos, antropométricos e a razdo proteina-C
reativa (PCR) e albumina com a ocorréncia de CAC em individuos com CCECP. O estudo foi
longitudinal, prospectivo, quantitativo e analitico, no qual foram avaliados 125 pacientes, de
2019 a 2022, em Montes Claros-MG. O agrupamento dos individuos seguiu o estadiamento da
CAC, a saber: ndo caquético, pré caquético ou caquético. Entrevistas e consultas a prontuérios
conferiram dados demograficos e clinicos. No exame fisico mensurou a forca de preensédo
manual, velocidade de marcha e medidas antropometricas. A quantificacdo dos niveis séricos
de PCR e albumina, das amostras de sangue, foi realizada pela técnica de imuno-ensaio
enziméatico. A andlise descritiva caracterizou a amostra e testes estatisticos bivariados e
multiplos foram aplicados as variaveis de estudo. Considerou-se nivel de significancia de 5%
com IC de 95%. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos
(CEP/Unimontes; parecer n° 3217306; CAAE 09006719100005146). Na analise multipla foi
identificado que: idade, desempenho funcional, razdo PCR/albumina, circunferéncia muscular
do braco (CMB) e percentual de gordura do braco (GB%) sdo previsores para CAC em
individuos com CCECP. Pacientes com mais de 60 anos (OR=3.88, 1C95%=1.16-12.95), com
desempenho funcional <90% (OR=5.51, 1C95%=1.41-21.45) e aumento na razéo
PCR/albumina (OR=1.47, 1C95%=1.10-1.97) tém mais chances em desenvolver CAC. J& o
aumento na CMB (OR=0.65, 1C95%=0.52-0.82) e no GB% (OR=0.91, 1C95%=0.84-0.98)
estdo associados a menor chance de CAC. O estudo aponta que instituir habitos saudaveis e
atividades fisicas, em pacientes com CCECP, durante seu processo de envelhecimento, podem

ser fatores de protecdo no desenvolvimento da caquexia associada ao cancer.

Palavras-chave: Neoplasias de Cabeca e Pescoco; Caquexia; Composi¢do Corporal; Razdo

PCR/albumina; Escala de Desempenho Karnosfky.
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ABSTRACT

Individuals with head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) often develop Cachexia
related cancer (CRC) due to voluntary loss of muscle mass, allied or not with fat mass.
Nutritional support does not unable to reverse the quality of the condition, influencing life,
nutritional and physical status, consequently, the efficiency of anticancer therapies. The
difficult access to complex imaging exams is a challenge for early diagnosis, simple methods
which make use of great relevance for the planning of multimodal treatment, with an impact
on the reduction of the higher inside of the morbidity and mortality characteristic of HNSCC.
The study aimed to analyze the association between anthropomorphic, clinical, and statistical
parameters and C-reactive protein (CRP) and albumin with the occurrence of CRC in
individuals with HNSCC. The study was longitudinal, prospective, approved, and analytical.
It was evaluate 125 patients in Montes Claros-MG, from 2019 to 2022. The grouping of
individuals accordingly of staging of CRC, namely: non-cachectic, pre-cachectic, or
cachectic. Interviews and consultations of medical records checked demographic and clinical
data. At the physical examination, handgrip strength, gait speed, and anthropometric
measurements going measured. Serum levels of CRP and albumin were quantification of
blood samples performed using the enzyme immunoassay technique. A descriptive analysis
characterized the example and bivariate statistical tests and applied them to study variables. A
level significance of 5% with a Cl of 95% considered. This study going approved by the
ethics committee in human research (CEP/Unimontes; opinion n° 3217306; CAAE
09006719100005146). In the multiple analyses, going identified that: age, functional
performance, CRP/albumin ratio, arm muscle circumference (MAMC) and arm fat percentage
(AFI) are predictors for CRC in individuals with HNSCC. Patients older than 60 years
(OR=3.88, 95%CI=1.16-12.95), with functional performance <90% (OR=5.51, 95%CI=1.41-
21.45) and increased CRP/albumin ratio (OR=1.47, 95CI %=1.10-1.97) are more likely to
develop CRC. The increase in MAMC (OR=0.65, CI195%=0.52-0.82) and AFI (OR=0.91,
Cl195%=0.84-0.98) is associated with a lower chance of CRC. The study points out that
instituting healthy habits and physical activities in individuals with HNSCC during their
process elderly may be protective factors in the development of cachexia associated with

cancer.

Keywords: Head and Neck Neoplasms; Cachexia; Body Composition; CRP/Albumin Ratio;

Karnosfky Performance Scale.
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1 INTRODUCAO

O cancer de cabeca e pescoco € o sexto tipo mais comum, sendo esse responsavel por
altas taxas anuais de morbidade e de mortalidade em varios paises do mundo. Cerca de 90%
de todos os casos estdo localizados no trato aerodigestivo superior, sendo, em sua maioria,
diagnosticado histologicamente como Carcinoma de células escamosas (CCE). O Carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) acomete mais de 800.000 individuos por
ano, sendo responsavel por mais de 380.000 dbitos anualmente. A incidéncia aumentou
36,5% na Ultima década, e prevé-se um aumento de 30% em 2030. A etiopatogenia é
tipicamente multifatorial, associada a uma série de fatores intrinsecos e extrinsecos ao
hospedeiro (FERLAY etal., 2019; FITZMAURICE et al., 2017).

Os avangcos na abordagem terapéutica multimodal para CCECP apresentaram
modestas melhorias na qualidade de vida do individuo, sendo que 0 mesmo aconteceu com a
taxa de sobrevida de 5 anos nas Gltimas trés décadas. Que se manteve entre 0s 30% a 60%,
porém, o diagndstico precoce das lesdes impactou positivamente, principalmente, quanto ao
aumento no indice de cura em casos em estagios iniciais e reducdo dos protocolos de terapias
basicas agressivas e mutiladoras. Mas, pacientes diagnosticados tardiamente e com quadros
graves e avangados dificilmente tem sobrevida maior de 1 ano. O que faz com que o CCECP
ainda seja considerado um problema de saude publica mundial, com impacto nédo restrito ao
setor de salde, mas também econdmico e social (CHOW, 2020; MAGNES et al., 2021).

A caquexia associada ao cancer (CAC) é uma sindrome paraneoplasica (SPN)
multifatorial que se caracteriza por uma perda continua de massa muscular esquelética, com
ou sem perda de massa gorda, observada pela perda de peso corporal involuntario no
individuo (BARACOS et al., 2018; FEARON, K. et al., 2011). A patogénese do CAC esta
associada a perda de apetite, a reducdo da ingesta alimentar, a liberacdo de mediadores
quimicos pro-inflamatdrios pelo tumor e as alteragcdes nas vias de sinalizagdo do sistema
imunoldgico, além dos disturbios metabdlicos e neuro-hormonais que afetam diretamente os
tecidos-alvo (principalmente no tecido muscular esquelético) (FEARON, KCH, 2008;
FEARON, K. C.; VOSS; HUSTEAD, 2006; MONDELLO et al., 2015).

Clinicamente, a CAC pode ser classificada em trés estagios: pré-caquexia, caquexia e
caquexia refrataria (MUSCARITOLI et al., 2010). Na fase pré-caquética o individuo com
cancer apresenta, nos ultimos 6 meses, perda de peso < 5% associada com anorexia ou

alteracdes metabolicas. No estagio de caquexia o individuo registra perda de peso > 5%, ou
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perda > 2% associada & sarcopenia ou IMC < 20Kg/m?, nesses individuos sdo evidenciados:
quadro inflamatoério crdnico, perda de apetite, acentuada perda de massa muscular, com
reducdo na forca de preens@o manual, no score de desempenho fisico-funcional e na presenca
de desnutricdo. No estagio de caquexia refrataria o paciente apresenta condi¢éo clinica grave
e avancada, intenso catabolismo, com baixo desempenho fisico, ndo responde as terapias
antineoplasicas, consequentemente, baixa expectativa de vida (FEARON, K. et al., 2011).

Frequentemente, o individuo com CAC apresenta baixa qualidade de vida, com altos
niveis de ansiedade e estresse, condi¢Oes essas, também, vivenciadas pelos seus familiares.
Devido a necessidade de uma rede assistencial multidisciplinar de alto custo, o estado
psicossocial e econdmico familiar é afetado (BARACOS et al., 2018).

Cerca de 80% dos individuos com CCECP apresentam um dos estagios da CAC e
mais de 20% das mortes por cancer estdo relacionadas a presenca da CAC. A consumacao
fisica experimentada pelos individuos com CAC ¢ evidente, a tal ponto que, cerca de 40% a
60% ja apresentam algum grau de desnutricdo na consulta inicial. AvaliacGes clinicas
criteriosas quanto ao estadiamento do quadro de CAC sdo de grande relevancia para o
planejamento da abordagem terapéutica antineoplésica para os individuos com CCECP (DEV,
2018; MAKITIE et al., 2022; SOLIS-MARTINEZ et al., 2022).

O presente trabalho teve como objetivo analisar a associacdo entre pardmetros
demogréficos, antropométricos, clinicos, e do estado nutricional e da expressdo proteina-C

reativa e albumina com a ocorréncia de CAC em individuos com CCECP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a associacdo entre parametros demogréaficos, antropométricos, clinicos,
estado nutricional e da expressdo de proteina-C reativa e albumina com a ocorréncia de
Caquexia associada ao cancer (CAC) em individuos com Carcinoma de células escamosas de

cabeca e pescoco (CCECP).

2.2 Objetivos Especificos

- Categorizar os individuos com CCECP de acordo com o estagio clinico de CAC (ndo
caquéticos, pré-caquéticos e caquéticos);

- Comparar individuos com CCECP em diferentes estagios de CAC de acordo com
caracteristicas clinicas da lesdo neoplasica maligna primaria;

- Comparar caracteristicas antropomeétricas referentes a circunferéncia do brago (CB), prega
cuténea tricipital (PCT), circunferéncia da panturrilha (CP) e indice de massa corporal (IMC)
dos individuos com CCECP em diferentes estagios de CAC;

- Avaliar o quadro de desempenho fisico e funcional nos individuos com CCECP em
diferentes estagios de CAC,;

- Mensurar e comparar a expressdo plasmatica de PCR e de albumina dos individuos com
CCECP em diferentes estagios de CAC.

- Analisar quais fatores demogréaficos, clinicos, antropométricos e bioguimicos pode estar

associado ao desfecho de caquexia no individuo com CCECP.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Céancer e Sindrome Paraneoplasica

Céancer ¢ um termo genérico para o grupo de doencas neoplésicas malignas, cuja
denominacgdo especifica é dada em funcdo do nome do 6rgdo ou da célula de que foi
originado. Dados epidemiol6gicos mundiais, estimados para o ano de 2020, indicaram um
aumento de 50% no numero de novos casos e de 100% na mortalidade decorrente de
neoplasias malignas (SUNG et al., 2021). O National Center for Health Statistics (NCHS)
projetou para os Estados Unidos, em 2022, 1.918.030 novos casos com 609.306 mortes, sendo
aproximadamente, 350 mortes por dia somente por cancer de pulmao (SIEGEL; MILLER;
JEMAL, 2019). Este aumento se deve, em grande parte, ao envelhecimento e crescimento da
populacdo mundial, junto a crescente adogdo de comportamentos de risco, especialmente, em
paises em desenvolvimento, o que faz da doenca um importante problema de satde publica
mundial (SUNG et al., 2021).

Estudos relatam a existéncia de mais de 200 tipos de céanceres, 0s quais tém,
histologicamente, suas células semelhantes com o tipo de celula do tecido de origem. Ha uma
teoria de que as células-tronco sejam a sustentacdo do cancer, sendo progenitoras especificas
de células capazes de serem funcionais mesmo em tecidos diferentes de sua origem. O
epigenoma considerado o “controlador” do processo de desenvolvimento normal das células-
tronco, no cancer sofre interferéncias e esse controle torna-se vulneravel devido a
desregulacdo promovida pelos oncogenes. As alteragdes no epigenoma sdo hereditéarias, mas
também sofrem influéncia de fatores ambientais. O oncogene é oriundo de uma mutagdo ou
fusdo com outro gene e expressa suas caracteristicas disfuncionais ao promover a acentuada
proliferacdo celular ou na supresséo do processo de apoptose (BROWN, 2021).

Durante o desenvolvimento das células tumorais ocorre o processo de diferenciacao,
que determina a extensdo com que as celulas neoplasicas se assemelham as células normais,
tanto morfologicamente como funcionalmente. Tumores bem diferenciados sao formados por
células que lembram as normais maduras do tecido de origem; ja tumores pouco diferenciados
ou indiferenciados apresentam células ndo especializadas com aspecto primitivo. Em geral,
tumores benignos sdo bem diferenciados e os malignos variam de bem diferenciados a
indiferenciados (anaplasicos). A anaplasia € caracterizada pelas seguintes alteracoes

morfoldgicas nas células cancerosas: pleomorfismo celular; morfologia nuclear anormal;
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mitoses abundantes e atipicas; perda da polaridade; entre outras (FULGHIERI; STIVALA;
SOTTILE, 2021).

A taxa de crescimento de um tumor € determinada por trés fatores importantes; tempo
de duplicacdo das células tumorais; fracdo de crescimento e a taxa com que as células sdo
eliminadas e perdidas na lesdo crescente. A evolucdo do cancer pode ndo ser constante ao
longo do tempo, sendo influenciada por fatores como estimulo hormonal, adequacdo do
suporte sanguineo e influéncias desconhecidas. As células sdo capazes de alterar varias vias
metabolicas a fim de atenderem sua aumentada demanda bioenergética e biossintética, como
exemplo, a diminuicdo do estresse oxidativo que contribui para a sobrevivéncia e proliferacéo
celular. Estudos recentes indicam que caracteristicas metabdlicas que ocorrem no
microambiente tumoral, mesmo diante a escassez de nutrientes, as células tumorais ainda sao
capazes de se adaptarem e continuam a se proliferar. Havendo contundentes observacdes de
que outras células presentes no microambiente tumoral como as endoteliais, fibroblastos e
imunoldgicas contribuem nessa modulacdo da progressdo tumoral (MARTINEZ-REYES;
CHANDEL, 2021).

O cancer tem como caracteristica o padrdo de crescimento invasivo e infiltrativo,
usualmente, mal delimitadas, ndo apresentando um ponto bem definido para fins cirargicos. O
que pode vir a causar reincidia ou metastase. A metastase & um fenémeno patolégico no qual
as células cancerosas podem-se disseminar pelo corpo humano, pelas vias: linfatica e/ou
hematogénica ou implantacdo celular direta nas cavidades corporais naturais ou nas
superficies de Orgdos. A metastase € o principal fator causa morte em pacientes com
cancer, por tal, fatores genéticos e dietéticos tém sido explorados, em pacientes que recebem
terapia antitumoral associado ao metabolismo, a fim de esclarecer qual a efetiva participacdo
de fibroblastos e células imunoldgicas na progressdo do tumor (MARTINEZ-REYES;
CHANDEL, 2021).

A avaliagdo clinica dimensiona a extensdo da doenca neoplasica de acordo com o
sistema de estadiamento clinico internacional, Tumor, Node, Metastasis (TNM), onde T
refere-se ao tamanho e extensdo do tumor, N o envolvimento e dimensdo dos linfonodos
regionais e M a presenca ou ndo de metastase. O emprego de exames complementares de
imagens como: radiografias, cintilografias, tomografia computadorizada e ressonancia
magnética, também sdo associadas para melhor definicdo do tamanho e do aspecto invasivo
da lesdo, o que influenciara diretamente no planejamento terapéutico oncoldgico. O
estadiamento TNM determina o estagio evolutivo da doenca que varia de | ao IV, sendo o
Gltimo de pior prognéstico (PINEROS et al., 2019).
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As alteracdes genéticas das células cancerosas podem reprimir e/ou inativar genes que
deveriam atuar no controle da expressdo dos fatores envolvidos nas diversas vias de
sinalizacdo molecular. Esse conjunto de alteracdes genéticas determina com que as células
sejam, fenotipicamente, dotadas de caracteristicas tais como, maior agressividade e
capacidade proliferativa; incapacidade de sofrer morte celular; tendéncia a maior
indiferenciacdo celular; com perda ou ganho do controle génico da expressdo de receptores
de hormonais, fatores de crescimento ou enzimas. Tais alteracfes causam sindromes clinicas
raras, denominadas SPN, que independente do estadiamento tumoral, influencia diretamente
na resisténcia as terapias antineoplésicas padrdes (cirurgia, radioterapia e quimioterapia)
(HENRY, 2019).

A SPN representa uma importante e complexa condicdo agravante ao quadro clinico
do paciente oncologico ao manifestar um conjunto de sinais e sintomas, decorrente
diretamente e indiretamente das células neoplasicas malignas, desde estdgios iniciais aos
finais da carcinogénese. O acimulo de alteracdes nas vias moleculares das células cancerosas
passa a exibir fenotipos de maior indiferenciacdo, em paralelo, outras agdes diretas (ex.:
citotoxicidade em células normais residentes) e indiretas (ex., ativacdo ou inibicdo de células
do sistema imune) também podem determinar a hipo ou hiperatividade funcional de
mediadores quimicos, por exemplo: inflamatdrios, no paciente oncoldgico (ROSSI et al.,
2021).

Clinicamente, as SPN sdo categorizadas de acordo com o principal sistema fisioldgico
afetado pela condicéo sindromica paraneoplésica do paciente oncoldgico. Entre as principais
categorias clinicas da SPN identificada, destacam-se: enddcrinas (Hipercalcemia,
Hiperglicemia, Hipoinsulinemia), neurolégicas (Polimiosite, Encefalomielite, Anorexia,
Depressdo), muco-cutaneas (Dematomiosite, Acantose Nigricans), hematoldgicas
(Leucocitose, Granulocitose, Polictemia, Anemia), renal (Sindrome Nefrotica,
Glomerulonefrite Membranosa), musculo-esquelética (Miastenia gravis, Osteomalacia e
Sarcopenia) e outras mais complexas (DALMAU; GRAUS, 2012; GRATIVVOL et al.,
2018).

O diagnostico tardio de cancer muitas vezes se da pela presenca de sinais e sintomas
que mimetizam doencas benignas, que somente ap0s terapia ndo responsiva com base no
diagndstico presumido, sdo identificados. A febre e perda de peso involuntéario (caquexia)
atualmente sdo sinais considerados indicadores da presenca de tumores malignos. A febre esta
relacionada as interleucinas ou pirogénios enddgenos e ndo a infeccdes. A perda de peso

involuntaria estd diretamente induzida por mediadores liberados pelas células tumorais.
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Importante ressaltar, que a febre e a caquexia em individuos com céncer foram reconhecidas
como SPN (HENRY, 2019). A presenca da CAC é¢ um mau indicador prognostico para
pacientes com quadros graves e avancados, principalmente em canceres do trato
gastrointestinal superior (em especial o cancer de pancreas, estbmago e eséfago), cancer de
pulméo, linfomas ndo Hodgkin e cancer de cabeca e pescoco (JASKIEWICZ,
DOMORADZKI; PAJAK, 2020).

Interessantemente, a SPN pode ser detectada antes ou ap6s o diagnéstico do tumor
maligno primario. Embora sejam consideradas complicagdes frequentes em individuos com
tumores malignos, cerca de 70%, as SPN sdo comumente subdiagnosticadas, uma vez que,
seus achados clinicos sdo especificos de cada individuo oncoldgico e, muitas vezes,
especificos de cada tipo de cancer. Além disso, em individuos com cancer em estagio
avancado, € comum atribuir a maior parte das alteracdes clinicas a presenca da doenca
metastatica ou aos efeitos adversos da terapia oncoldgica. De nota, a manifestacdo clinica de
uma SPN contribui, significativamente, para 0 aumento das taxas de morbidade e de
mortalidade nos individuos com cancer (PELOSOF; GERBER, 2010).

3.2 Caquexia associada ao Cancer

A etimologia da palavra Caquexia tem origem grega “Kakos”, que significa “mau”, e
“hexis”, a “estado” (MUSCARITOLI et al., 2010). Tipicamente, individuos apresentam
Caquexia associada a determinadas doencas primarias de curso cronico e um estado
inflamatorio sistémico de baixa intensidade (cardiopatia, nefropatia cronica, doenca pulmonar
obstrutiva crénica; imunodeficiéncias; septicemia; cancer; outras) (NISHIKAWA et al.,
2021).

A CAC é definida como uma complexa sindrome de etiologia multifatorial,
caracterizada clinicamente por uma perda involuntaria continua de peso corporal devido a
degradacdo muscular esquelética, associada ou ndo com perda de massa gorda no paciente
oncoloégico e que ndo pode ser completamente revertida por intervencdo nutricional
(FEARON, K. et al., 2011). Adicionalmente, ha outras manifestacdes clinicas encontradas no
individuo com CAC dignas de nota, tais como, reducdo da ingesta alimentar, saciedade
precoce, fadiga, alteraces neuro-enddcrinas e imunoldgicas. A deterioragdo funcional e fisica
é progressiva e irreversivel enquanto o quadro de CAC estiver instalado no individuo, sendo
um fator de progndstico negativo a qualidade de vida, as respostas das terapias
antineoplasicas e a sobrevida geral do individuo (NISHIKAWA et al., 2021).
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No Consenso Internacional de 2011, a CAC foi, clinicamente, apresentada como um
processo continuo composto por trés estagios distintos: a pré-caguexia, a caquexia e a
caquexia refrataria. Contudo, ndo necessariamente todos os individuos com cancer
apresentardo CAC ou passardo por todos os estagios clinicos dessa sindrome paraneoplasica.
O primeiro estagio, considerado de pré-caquexia, é determinado quando ha perda de peso (PP)
involuntario < 5% nos ultimos seis meses associado a alteragdes metabolicas e anorexia. No
segundo estagio, caquexia, € incluso os individuos com PP involuntéario superior a 5%, ou
IMC < 20 associado a Sarcopenia ou a PP > 2%, além da reducdo da ingesta alimentar e
presenca de quadro inflamatdrio crénico. No Ultimo estdgio da CAC, a caquexia refrataria
estdo os individuos com alto grau de catabolismo, baixo score de desempenho fisico, doenca
neoplasica maligna com estadiamento avancado ou de rapida progressao, que nao responde a
terapia antineoplasica e expectativa de vida inferior a trés meses (FEARON, K. et al., 2011).

A etiopatogenia da CAC ainda se encontra pobremente estabelecida, a reducéo gradual
do peso corporal ainda ndo estd completamente esclarecida. Muitos autores referenciam a
CAC a sindrome caquexia-anorexia, mas o quadro de anorexia em pacientes com cancer esta
predominantemente associado a supressdo do apetite no hipotalamo associado a acgdo
anorexigena das citocinas pro-inflamatdrias: Interleucinas (IL-1a, IL-1B, IL-6), Fator de
Necrose Tumoral (TNF-a) induzidas pelas células tumorais. A perda de apetite, isoladamente,
ndo explica a perda de massa muscular na CAC. O efeito das alteracBes metabdlicas ao
promover o significativo catabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, mesmo em estado
de repouso, faz o entendimento da sua patogénese ainda mais desafiador (GRABIEC et al.,
2013).

A perda de massa muscular e gorda a depender do tipo de cancer pode atingir valores
de 30 a 80%. Tais perdas sdo decorrentes das alteracdes no controle da producgéo, secrecdo e
ativacdo funcional de mediadores quimicos bioativos (horménios, citocinas, fatores de
crescimento, sistema complemento) sintetizados pelas células cancerosas ou induzidos por
essas nas celulas normais do hospedeiro. As acBes desses mediadores quimicos podem ter
efeitos pro-caquéticos significativos, com geracdo de disturbios em vias moleculares diversas,
entre elas, as endocrinas, as metabolicas e as de sinalizacdo celular (JASKIEWICZ et al.,
2020).
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3.3 Carcinoma de células escamosas de cabega e pescoco

O CCECP representa 0 sexto tipo mais comum de carcinoma humano, responsavel por
altas taxas de morbidade e de mortalidade em todo o mundo. Frequentemente, ha maior
incidéncia em individuos do sexo masculino acima dos 50 anos de idade, mas muito embora,
a ocorréncia desse tipo de cancer, em algumas populag¢des, tem demonstrado uma incidéncia
similar entre homens e mulheres. Em sua grande maioria surge a partir das células do
revestimento epitelial do trato aerodigestivo superior. Histologicamente, o carcinoma de
células escamosas € 0 mais comum, responsavel por até 90% de todos os tipos de cancer
que ocorrem na regido de cabeca e pescogo. Acomete cerca de 2,5 milhdes de individuos
e com mais de 379.000 mortes por ano no mundo (VON WITZLEBEN et al., 2020). O
CCECP é anatomicamente heterogéneo, podendo ser originario da mucosa da cavidade
bucal, faringe (orofaringe, nasofaringe e hipofaringe) e laringe, sendo esse grupo denominado
carcinoma de células escamosas do trato aerodigestivo superior (CCETADS) (JOHNSON et
al., 2020).

O CCECP é particularmente considerado clinicamente agressivo, com alta capacidade
metastatizante, sendo essa, a causa morte mais comum nos pacientes, além de apresentarem
alta incidéncia de recidivas locais, chegando a 60% dos casos dentro de um periodo médio de
2 a4 anos (WATTS et al., 2021). Em um ultimo estudo realizado nos Estados Unidos, foram
estimados para 0 ano de 2022, para esse Pais, 54mil novos casos, sendo 38.700 homens e
15.300 mulheres. O nimero de mortes estaria em 11.230, sendo a propor¢do 2:1 de homens
para mulheres (SIEGEL et al., 2019).

Lesdes cancerizaveis, frequentemente, precedem o CCECP. As células epiteliais do
tecido escamoso, responsaveis pelo revestimento das mucosas, expandem via células-tronco
para a continua substituicdo da camada basal. Em estado de homeostase esse processo de
renovacao ocorre normalmente, porém quando ha mutacGes génicas inicia-se uma competicao
entre as células mutadas e as normais pela expansdo dentro do tecido, sendo que as células
normais sdo mais habeis na adesdo a membrana basal, enquanto as mutadas, com seu fenétipo
de maior velocidade de proliferacdo, apds o processo de morte celular, fisioldgico, das células
normais, sao capazes de substitui-las e migrarem (CURTIUS; WRIGHT; GRAHAM, 2018).

A carcinogénese do CCECP e multifatorial, com envolvimento de uma série de fatores
intrinsecos (epigenéticos e genéticos) e extrinsecos (ambientais e comportamentais) atuantes
no individuo. Com relacdo aos fatores extrinsecos destaca-se 0 consumo croénico do tabaco,

associado ou ndo ao etilismo crénico; infeccdo pelo Papiloma Virus Humano tipo 16
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(HPV16); deficiéncias nutricionais (carotenoides, folato, vitamina C, vitamina E, vitamina
B6, niacina e selénio) e estado de imunodeficiéncia herdado ou adquirido (VON
WITZLEBEN et al., 2020). Na Asia é muito comum o uso do Pan, uma espécie de
estimulante, que vem sendo difundido pelo mundo, trata-se de uma mistura da noz de areca,
tabaco e cal, colocada numa folha de pimenta Bétele, uma combinacédo carcinégena altamente
potente (CHAMOLI et al., 2021).

Como representantes dos fatores intrinsecos relacionados a carcinogénese do CCECP
na regido do trato aerodigestivo superior, destacam-se; a presenca de alteracbes em genes
relacionados com: as vias sinalizadoras (mutagdes de ponto, amplificagdes, rearranjos e
delecdes) associadas com o controle do ciclo celular, da diferenciagéo e proliferagéo celular;
do reparo do DNA; da morte celular programada e entre outras. As participacdes tanto dos
fatores extrinsecos quanto dos intrinsecos sdo fundamentais para a ocorréncia e progressao do
CCECP. Dentre as alteracGes genéticas neste tipo de cancer, os perfis mutacionais resultantes
da alteracdo da expressdo e funcionalidade do gene TP53 (cerca de 70-80%) s&o as mais
comuns. A alteracdo da expressdo deste gene implica em um desbalan¢o metabolico tumoral
contribuindo com o aumento da glicolise e 0 metabolismo oxidativo, fatores que auxiliam a
lesdo celular. Alem do gene TP53, a expressao dos genes NOTCH1, EGFR, CDKN2a, STAT3,
ciclina D1, proteina do retinoblastoma, p16, p27, p21WAF1/CIP1 e CYP1Al mostraram-se
alterados em pacientes com CCECP (VAHABI; BLANDINO; DI AGOSTINO, 2021).

Em estagios clinicos iniciais, 0 CCECP em mucosas se manifesta usualmente como
uma macula ou uma placa leucoplasica homogénea, firme, bem delimitada, ou mesmo elevada
com discretas irregularidades da superficie da lesdo. Com a progressao da lesdo, essa adquire
caracteristicas clinicas que lhe conferem heterogeneidade em sua apresentacdo clinica:
ocorréncia de areas eritroplasicas, crescimento exofitico (expansivo) ou endofitico
(infiltrativo) da lesdo, ocorréncia de ulceracdo e necrose tecidual (NEVILLE et al., 2015;
NIKITAKIS et al., 2018).

O diagnostico do CCECP é feito pelo exame histopatolégico da lesdo, no qual, é
observado parénquima neoplasico maligno organizado em ilhas e cord@es de células epiteliais
malignas em franca invasao dos tecidos vizinhos. A progressdo invasiva segue uma sequéncia
ordenada iniciando com células epiteliais hiperplasicas, seguida por displasia, sendo essa,
categorizada em trés graus: leve, moderada e grave, carcinoma in situ e por fim, carcinoma
invasivo. Os padrdes histopatologicos do CCECP variam desde lesdes bem diferenciadas até

lesGes anaplasicas, indiferenciadas. Os sitios de maior predilecdo de disseminacdo metastatica
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séo os linfonodos das cadeias cervicais, submandibulares e sublinguais (JOHNSON et al.,
2020).

Em 2017, a American Join Commission on Cancer (AJCC) publicou a 8 Edicao do
Manual de Estadiamento para Cancer, nessa edi¢cdo trés mudancas foram significativas para a
melhor classificacdo de risco e progndstico para o CCECP, foram adicionadas ao indicador T
a profundidade de invasdo da lesdo, incorporada a presenca de linfonodo extracapsular ao
estadiamento nodal (N) e a codificacdo de um novo estadiamento associado ao CCECP em
regido de orofaringe relacionado com o HPV-negativo ou positivo (AMIN et al., 2017).

A incluséo do estadiamento relacionado ao HPV foi de grande importancia, devido as
suas caracteristicas bioldgicas patogénicas, pacientes com HPV-positivo possuem taxas de
sobrevida de cinco anos de 70-80%, enquanto, pacientes HPV-negativo tém aproximadamente
de 40 a 60%. Essa diferenca sugere que a resposta das celulas T, comuns nesses tumores,
exerca um potente fator imunoldgico coadjuvante as terapias antineoplasicas nesses
individuos. Enquanto a resposta do paciente HPV-negativo aos protocolos béasicos na
abordagem terapéutica padrdo: cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou terapias coadjuvantes,
mesmo esses tendo alcancados grandes avancos ao logo do tempo, ainda ndo sdo totalmente
eficazes e em muitos casos trazem efeitos adversos e até mutiladores no caso das cirurgias
extensas. Os insucessos das estratégias terapéuticas antineoplasicas estdo associados as
recidivas da lesdo priméria, surgimento de segundo tumor maligno primario e ocorréncia de
metéstase, fatores esses consequentes da progressdao tumoral, mas novos estudos tém
apontado a influéncia positiva no aumento da sobrevida em pacientes que melhor apresentam

qualidade de vida, condi¢do emocional, imunoldgica, nutricional e fisica (TSAI et al., 2019).
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

O estudo tem abordagem longitudinal, observacional, prospectivo, quantitativo e
analitico no qual foi acompanhado um grupo de individuos diagnosticados com CCECP e a
ocorréncia da sindrome paraneoplasica CAC. Foi pesquisada uma série de parametros
demograficos, clinicos, antropométricos e bioquimicos com o objetivo de identificar fatores
preditivos e de progndstico associados com ao diagnostico e gravidade clinica da CAC em
seus diferentes estagios.

4.2 Aspectos éticos

Esse estudo foi devidamente avaliado e aprovado por um comité de ética em pesquisa
com seres humanos (CEP/Unimontes; parecer n°: 3.217.306; CAAE 09006719.1.0000.5146)
(Anexo 1). Todos os individuos selecionados nesse estudo consentiram, de forma livre e
esclarecida, em participar da pesquisa com a assinatura do Termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Apéndice A). Da mesma forma, houve a necessidade da assinatura do
TCLE para a doagdo de material bioldgico (amostras de sangue periférico) nos individuos

selecionados no estudo (Apéndice B).

4.3 Amostragem

A amostra foi selecionada por conveniéncia, sendo composta por 125 individuos ( 99
homens e 26 mulheres), a meédia de idade, em anos, foi de 59.23 + 10,10 e 59.96 £13.04
respectivamente. Os participantes foram captados na mesma consulta, onde foram lhes
apresentados o resultado do exame histopatolégico de Carcinoma de células escamosas. O
processo de captacdo ocorreu no servico de diagnéstico oral da Universidade Estadual de
Montes Claros/ UNIMONTES e no ambulatério do setor de Radioterapia da Fundacdo
Hospitalar Dilson de Quadros Godinho, ambos localizados na cidade de Montes Claros, Minas
Gerais, Brasil. No periodo de Marco de 2019 a Marco de 2022.
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4.3.1 Critérios de inclusdo e exclusdo de individuos no estudo

Foram incluidos no estudo individuos com diagndéstico de tumor primario de CCECP,
especialmente, os localizados no trato aerodigestivo superior, de ambos 0s sexos e qualquer
faixa etaria. Excluiram-se os individuos com comorbidades, limitacdo de compreensdo
cognitiva e locomotora; doencas metabdlicas ou cronicas; histérico de cancer e os que ndo
consentiram em participar ou em doar e permitir reutilizar seus tecidos bioldgicos (sangue

periférico) para fins cientificos experimentais, de forma livre e esclarecida. (Apéndice A e B).

4.4 Coleta de dados

A coleta de dados demograficos e clinicos se deu por entrevista por meio de formulario
préprio (Anexo B). As informacgfes de interesse especifico sobre o tumor priméario como:
laudos anatomopatoldgicos e exames de imagens complementares foram pesquisados no
prontuario médico. A afericdo das medidas antropométricas, bem como, dos testes fisico-
funcionais ocorreram em ambiente previamente selecionado, no qual havia condicdes de
infraestrutura adequadas que oferecia conforto e privacidade ao participante. A realizacdo da
coleta de sangue periférico se deu em ambiente ambulatorial, as amostras foram devidamente
acondicionadas em caixas térmicas resfriadas e imediatamente, encaminhadas para o0 servi¢o
de Anélises Bioquimicas do Hospital Universitario Clemente Faria (HUCF-Unimontes). Todas
as entrevistas, exames clinicos, fisicos e coletas de material bioldgico foram realizados por

profissionais capacitados envolvidos no estudo.
4.5 Variaveis do estudo

As variaveis de estudo foram divididas em cinco blocos, sendo eles: Variaveis sécio-
demograficas; Varidveis clinicas; Varidveis de desempenho fisico e funcional; Variaveis

antropométricas e Variaveis bioquimicas plasmaticas.

4.5.1 Variaveis demogréaficas

Dentre outras varidveis demograficas foram consideradas para esse estudo a idade e

sexo por terem maior significancia.
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4.5.1.1 Idade

A idade em anos foi determinada a partir da data de nascimento até o dia da consulta

inicial.

45.1.2 Sexo

A variavel foi determinada a partir da entrevista ou em consulta ao prontuario médico.

4.5.2 Variaveis Clinicas

As variaveis clinicas pesquisadas foram: caracteristicas clinicas associadas ao tumor

(local e TNM), diagnéstico de Anorexia, de Sarcopenia e de Caquexia associada ao Cancer.

4.5.2.1 Localizagdo do tumor primério

A localizagdo do tumor primério foi realizada, através do exame clinico e fisico, em
ambiente ambulatorial por profissionais odont6logos ou médicos. Quando a localizagdo ou
tamanho da lesdo primaria ndo eram passiveis de serem identificadas de forma clinica, sendo
necessarios exames complementares de imagem, como: endoscopia; tomografia
computadorizada; ultrassonografia; ressonancia magnetica ou mesmo, cirurgia exploratoria. A
coleta dos resultados se deu por meio de consulta aos laudos médicos. A localizacdo da lesdo
foi dicotomizada: em anterior (cavidade oral) e posterior (orofaringe, hipofaringe e laringe).

4.5.2.2 Estadiamento tumoral

Foram avaliadas as caracteristicas clinicas referentes ao Tumor (T), tamanho extensdo
e profundidade, e a Invasdo Linfonodal (N) segundo a presenca de metastase linfonodal
regional ou de extensdo extranodal. Na amostra ndo foram identificados pacientes com
quadro metastatico a distancia. Todos os critérios de avaliacdo e estadiamento (TNM)
seguiram os preceitos da 8 Edicdo do Manual de Estadiamento para Cancer da AJCC, 2017
(AMIN et al., 2017). O diagnostico do estadiamento foi determinado pelo odont6logo
responsavel pelo atendimento no servico de diagndstico oral da UNIMONTES e no

ambulatorio do Hospital Dilson de Quadros Godinho pelo médico responsavel. As
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classificacbes do T e N foram categorizadas em grupos dicotdmicos, T (1 /2 ou 3/4) e N (0 ou
>1) e 0 TNM dicotomizado nos grupos (1 / 11 ou 111/ 1V).

4.5.2.3 Perda de apetite

O quadro de perda de apetite foi auto-relatado pelos individuos ap6s terem sido
questionados exclusivamente pelo item “Vocé esta sem apetite?” do questionario de qualidade
de vida (QLQ-C30) da Organizacdo Europeia para Pesquisa e Tratamento do Cancer
(EORTC), validado internacionalmente (ARGILES et al., 2011). A perda de apetite durante a
ultima semana foi medida em uma escala categérica de quatro pontos (ndo, pouco, moderado
ou muito). Nos individuos que responderam dentre as op¢Ges mais severas, foi considerado a
presenca do quadro. Os que responderam a opgdo “ndo” foram considerados sem perda de

apetite.

4.5.2.4 Sarcopenia

A Sarcopenia atualmente é conceituada como uma sindrome de forma primaria ou
secundaria, quando associada a outras condi¢Bes patologicas, sendo determinada pela perda
generalizada ndo s6 de massa muscular, mas também de forca e funcdo (CRUZ-JENTOFT et
al., 2010). Os critérios de referéncia para o diagndstico de Sarcopenia, utilizados no estudo,
foram os estabelecidos pelo consorcio internacional entre a Foundation for the National
Health (FNIH) e Sarcopenia Definitions and Outcomes Consortium (SDOC), de 2020. No
qual a perda de massa muscular e fraqueza foram definidas pela baixa forca de preenséo
manual (< 35.5 Kg em homens e <20.0 Kg mulheres) e o desempenho funcional pela presenca
de lentiddo (velocidade de marcha habitual < 0.8m/s) (BHASIN et al., 2020; CAWTHON et
al., 2020).

4.5.2.5 Caquexia associada ao Carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo

A CAC foi diagnosticada em individuos com perda continua involuntaria de peso e
massa muscular acompanhada ou ndo por perda de massa gorda, nos Gltimos seis meses.
Posteriormente, foi realizada a categorizagdo em trés grupos de acordo com a gravidade do
quadro clinico: Grupo sem CAC, os individuos que ndo apresentaram perda de massa

muscular, massa gorda e peso, ou perda de peso < 5% sem associacdo com anorexia, alteracdes
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metabélicas, sarcopenia; inflamacdo sistémica ou IMC<20 Kg/m?. Grupo Pré-Caquexia,
composto por aqueles que tiveram perda de peso inferior a 5% associada a presenca falta de
apetite e/ou alteracBes metabolicas e o Grupo Caquexia, os individuos com perda de peso
superior a 5%, ou > 2% e IMC < 20 Kg/m? e perda > 2% e Sarcopenia, associados & reducdo
de ingesta alimentar ou inflamag&o sistémica (FEARON, K. et al., 2011).

4.5.2.6 Indice de Prognéstico Inflamatério Nutricional Modificado- Razdo PCR/Albumina

O indice de prognéstico inflamatério e nutricional tradicional (IPIN) é composto pela
combinacdo de quatro proteinas: Proteina C Reativa (PCR), Alfa- glicoproteina (Alfa),
transtiretina (TTR) e albumina (Alb), de acordo com a seguinte equacdo: IPIN= (Alfa x PCR)
/ (Alb x TTR). Pela utilidade em identificar o quadro de desnutricdo em pacientes com cancer,
0 que somente o quadro de anorexia e perda de peso ndo é capaz de diagnosticar. Optou-se
por usar o Indice em sua forma modificada, simplificada pela razdo da PCR/ Alb. O indice foi
expresso em média e desvio padrdo (CORREA et al., 2002).

4.5.3 Variaveis de desempenho funcional e fisico

O desempenho funcional foi avaliado pela escala Karnofsky Performance Status, KPS
e pela Escala de Desempenho do Grupo de Oncologia Oriental (Eastern Cooperative
Oncology Group Performance Status, ECOG-PS). O desempenho fisico foi avaliado pela

Forca de Preensdo Manual e pelo teste de marcha de 4 metros.

4.5.3.1 Escala de Desempenho de Karnofsky (Karnofsky Performance Status- KPS)

A Karnofsky Performance Status Scale - KPS é usada extensivamente para muitos
propositos, incluindo resposta as terapias antineoplésicas e avaliacdo de doencas cronicas. Ela
quantifica as habilidades funcionais do paciente e o impacto em suas capacidades funcionais
basicas. A escala tem variacdo de 100% (funcdo normal) a 0% (6bito) e foi aplicada por meio
de entrevista (Anexo B) (BUCCHERI; FERRIGNO; TAMBURINI, 1996). A variavel de
estudo foi dicotomizada nas categorias, 100% ou <90%



30

45.3.2 Escala de Desempenho do Grupo de Oncologia Oriental (Eastern Cooperative

Oncology Group Performance Status — ECOG-PS)

A Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status, ECOG-PS esta
altamente correlacionado com a presenca de sintomas referidos a doengas que promovam
restricBes fisicas ao exercer atividades habituais ou de trabalho, por tal, € comumente usada
como uma ferramenta prognostica em pacientes com cancer. ECOG-PS é uma medida
simples para avaliacdo do desempenho funcional, possui pontuaces que variam de O a 5.
(Anexo B) (CORREA et al., 2002; OKEN et al., 1982). A escala foi aplicada durante a

entrevista com o paciente, sendo a variavel dicotomizada em 0 ou >1.

4.5.3.3 Forca de preensdao manual

A avaliagéo da forga de preensdo muscular (FPM, medida em Kg, foi realizada com o
uso de um dinamdémetro (modelo PC5030J1, Jamar®). Para avaliagdo da FPM o dinambmetro
foi ajustado de forma a estar condizente ao tamanho da méo do paciente, o qual foi orientado
a permanecer sentado, com 0s pés apoiados no chdo, cotovelos flexionados a 90° e
antebracos em posi¢do neutra. Comandos de voz foram aplicados para obtencdo de melhor
desempenho. Trés tentativas foram realizadas em cada lado da m&o com um intervalo de
descanso de 1 minuto entre elas. A forca maxima de preensdo manual foi definida como o
maior valor das seis medidas realizadas em ambos os lados do membro superior (FESS, 1995;
FIGUEIREDO et al., 2007). A variavel foi analisada de forma numérica, com seu valor
absoluto, expressos em média e desvio-padrdo. Na forma categdrica foi classificada em
normal ou reduzida de acordo com os pontos de corte de (< 35.5 Kg em homens e <20.0 Kg
mulheres) seguindo a referéncia SDOC, 2020 (CAWTHON et al., 2020).

4.5.3.4 Teste de Marcha — 4 metros

A velocidade da marcha de 4 metros € uma medida simples, objetiva e valida para
avaliacdo do desempenho. O protocolo de afericdo foi o percurso de 8 metros, sendo dois
metros de aceleracdo e dois de desaceleracdo. O tempo foi iniciado ap0s o espaco de
aceleragdo e interrompido antes do inicio da desaceleracdo. Foram realizadas trés repeticdes

havendo intervalo de descanso de 30s entre os percursos. Ao final foi calculada a velocidade
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média, dada em m/s (KARPMAN et al., 2014). A varidvel no estudo foi analisada pelo seu
valor absoluto expresso em média e desvio-padrdo e de forma categorica classificada em
velocidade normal ou reduzida de acordo com o ponto de corte <0,8, seguindo a referéncia
SDOC, 2020 (CAWTHON et al., 2020).

4.5.4 VVaraveis Antropométricas

As medidas antropométricas foram realizadas utilizando técnicas padronizadas. Os
pontos de corte foram estabelecidos de acordo com as recomendagOes validadas

internacionalmente. Todos os participantes foram avaliados com roupas leves e sem sapatos.

4.5.4.1 Peso Corporal, Perda de Peso e Estatura

O peso corporal atual foi obtido com a utilizagdo de uma balancga digital, calibrada,
com resolucédo de 0,1 Kg para unidades de massa (OMRON HN-289 ®). Para a avaliagdo da
percentual perda de peso (PP) dos individuos considerou o auto relato do seu peso usual e a
diferenca com a pesagem quantificada no momento da entrevista (GORDON; CHUMLEA,;
ROCHE, 1988).

PP(%) = (peso usual — peso atual) x 100
Peso usual

A estatura foi medida usando o estadiémetro portatil (Avanutri®) com graduacao 0,1
cm. Para o procedimento o paciente ficou em pé, descalgco, com os calcanhares juntos, costas

retas e os bragos estendidos ao lado do corpo (GORDON et al., 1988).
4.5.4.2 Indice de Massa Corporal

O indice de massa corporal foi calculado pela divisdo do peso corporal (Kg) pela
altura (m) elevada ao quadrado (WEIGLEY, 1989). Os valores foram classificados pelos
pontos de corte sugeridos pela Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), devido a
média de idade da amostra do estudo ser superior a 59 anos. Os individuos com IMC (< 23.0
kg/m?) foram classificados como baixo peso, (= 23.1 a < 28.0 kg/m?) peso normal e
sobrepeso (> 28.1Kg/m?) (ORGANIZATION, 2001).
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4.5.4.3 Massa Muscular Esquelética

A avaliacdo da massa muscular esquelética (MME) de individuos com CCECP foi
estimada usando uma equacéo preditiva, onde MME = 10,05 + (0,35 * Peso) — (0,62 * IMC) —
(0,02 * Idade) + 5,10 (se homens) (VISVANATHAN et al., 2012). Para encontrar o indice de
massa muscular esquelética (IMME), a MME foi ajustada para a altura do participante (CRUZ-
JENTOFT et al., 2010), seguindo a recomendacdo da definicdo do FNIH (BHASIN et al.,
2020; STUDENSKI et al., 2014), a MME também foi ajustado pelo IMC (BAHAT et al.,
2020; STUDENSKI et al., 2014). Em relacdo aos pontos de corte para populagdo idosa
(FERNANDES et al., 2021), para MME ajustada pela estatura foram adotados os valores de
7,88 kg/m2 e 5,52 kg/m2 para homens e mulheres, respectivamente. Paralelamente, quando o
ajuste foi pelo IMC foram os valores de 0,73 kg/IMC e 0,41 kg/IMC para homens e mulheres,
respectivamente. As variaveis no estudo foram expressas pelos valores absolutos e analisadas

pela diferenca das médias.

4.5.4.4 Circunferéncia da panturrilha

A Circunferéncia da panturrilha tem sido usada para predi¢do da diminuicdo da massa
muscular. A circunferéncia foi aferida com fita métrica (Cescorf®) flexivel, inelastica e
graduada em centimetros com precisdo de 0,1 cm do maior perimetro ao longo do eixo
longitudinal da perna, estando o paciente sentado com os joelhos flexionados a 90° e pés
apoiados no chdo com distancia méxima de 20 cm entre eles (KAWAKAMI et al., 2015). O
ponto de corte utilizado para avaliagdo da perda de massa muscular foi perimetro < 34 cm para
homens e <33 em mulheres (PAGOTTO et al., 2018). A variavel no estudo foi analisada pelo
seu valor absoluto expresso em média e desvio-padrdo e de forma categdrica pela presenca ou

nédo de perda de massa muscular.
4.5.4.5 Medidas associadas ao brago
As medidas antropométricas relacionadas ao braco sdo internacionalmente validadas

para avaliacdo quantitativa de massa muscular e gorda, e qualitativa no que tange aos aspectos

nutricionais.
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4.5.45.1 Circunferéncia

A circunferéncia do brago (CB) foi obtida pela medida circunferencial no ponto médio
entre 0 acrémio e o olecrano, estando o braco estendido ao longo do corpo, com o auxilio de
fita métrica (Cescorf®) flexivel, ineléstica e graduada em centimetros com precisdo de 0,1
cm. A variavel no estudo foi analisada pelo seu valor absoluto expresso em média e desvio-
padrdo e de forma categorica, relativo ao estado nutricional classificado de acordo com o
percentil < 5 (baixo peso), > 5 a 95 (peso normal) e > 95 (sobrepeso) (FRISANCHO, A
ROBERTO, 1990; JELLIFFE; JELLIFFE, 1969).

4.5.4.5.2 Prega cutanea tricipital

A prega cutanea tricipital (PCT) foi mensurada pelo Adipometro Digital (modelo
171184 da Cescorf®) modelo recomendado por manter a pressdo constante durante afericao.
A medida foi realizada do lado posterior do brago ndo dominante, no ponto médio entre a
projecdo lateral do processo acromio da escapula e a margem inferior do olecrano da ulna,
com o brago relaxado ao lado do corpo e a palma da mao voltada para frente. Dentre todas as
pregas cutaneas, esta é a que possui maior correlagdo com o estado nutricional. A variavel no
estudo foi analisada pelo seu valor absoluto expresso em média e desvio-padrdo e de forma
categorica, relativo ao estado nutricional classificado de acordo com o percentil < 5 (baixo
peso), > 5 a 95 (peso normal) e > 95 (sobrepeso) (FRISANCHO, A ROBERTO, 1990).

4.5.4.5.3 Circunferéncia muscular

A circunferéncia muscular do braco é calculada apds a mensuracdo da PCT e da CB
pela seguinte formula: CMB(cm) = CB(cm) — n.PCT(cm) (GURNEY; JELLIFFE, 1973). A
variavel no estudo foi analisada pelo seu valor absoluto expresso em média e desvio-padréo e
de forma categodrica, relativo ao estado nutricional classificado de acordo com o percentil <5
(baixo peso), > 5 a 95 (peso normal) e > 95 (sobrepeso) (FRISANCHO, A ROBERTO,
1990).
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4.5.4.5.4 Area muscular

A area muscular do bragco (AMB) esta incluida a gordura subcuténea, a bainha
neurovascular medial e 0 0sso. A presenca desses tecidos ndo musculares na AMB faz com
que as estimativas da massa muscular sejam aumentadas, portando, os valores da AMB
tendem a superestimar o percentual de musculo esquelético no brago. O calculo da AMB se
da pela equacdo: AMB (cm?) = [CB(cm) — (=.PCT)]* / 4n. Devido a sua possivel
inconsisténcia com relacdo a avaliagdo dos parametros em estudo, optou-se por usar a Area
muscular do brago corrigida (AMBc) (HEYMSFIELD et al., 1982).

4.5.4.5.5 Area muscular corrigida

A Area muscular do braco corrigida (AMBc) é considerado um preditor nutricional
por avaliar quantitativamente a massa muscular do braco e o correlacionar como depdsito de
proteinas. O célculo sofreu ajustes para serem suprimidos os valores referentes aos tecidos
ndo musculares do braco. Ficou estabelecido o valor da AMBc através do valor da AMB —
6,5 para mulheres e 10,0 para homens (HEYMSFIELD et al., 1982). A variavel no estudo foi
analisada pelo seu valor absoluto expresso em média e desvio-padrdo e de forma categorica,
relativo ao estado nutricional, classificado de acordo com o percentil < 5 (desnutri¢do grave),
> 5 a 15 (desnutrigdo leve/moderada) e > 15 (normal) (FRISANCHO, A ROBERTO, 1990).
A avaliacdo quantitativa foi classificada, em massa muscular normal ou massa muscular
reduzida, de acordo com os pontos de corte < 32cm? para homens e < 18cm? para mulheres
(MEZA-VALDERRAMA et al., 2021).

4.5.4.5.6 Area gorda

A Area Gorda do Brago (AGB) é um indicador nutricional (FRISANCHO, A. R.,
1981), por dimensionar no braco a quantidade de reserva de gordura. A AGB ¢é calculada
usando a férmula AGB (cm?) = [(CB (cm) X PCT (cm)) / 2] — [(x x (PCT(cm))?/ 4]. A
variavel no estudo foi analisada pelo seu valor absoluto expresso em média e desvio-padréo e
de forma categorica, relativo ao estado nutricional classificado de acordo com o percentil <5
(baixo peso), > 5 a 95 (peso normal) e > 95 (sobrepeso) (FRISANCHO, A ROBERTO,
1990).
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4.5.4.5.7 Area total

Area total do braco (ATB) é dada pela equacdo: ATB = AMB +AGB (FRISANCHO,
A ROBERTO, 1990). Variavel dada em cm? cujos valores absolutos foram expressos por
média e desvio-padrao.
4.5.4.5.8 indice Percentual de Gordura do braco — Arm Fat Index (AFI)

O Indice percentual de gordura do bragco (Arm Fat Index - AFI) é calculado pela
equacgdo: AFIl = (AGB/ATB) x 100 (FRISANCHO, A ROBERTO, 1990). A variavel foi dada

em percentual e os valores foram expressos por média e desvio-padréo.

4.5.5 Variaveis bioguimicas plasmaticas

A analise das concentracGes sorologicas de albumina e da proteina C-reativa (PCR) foi
realizada no Laboratério de Analises Bioquimicas do Hospital Universitario Clemente de
Faria (HUCF-UNIMONTES), no equipamento automatizado de analise bioquimica (Wiener
lab®, model CB 350i, Rosario, SF, ARG). A técnica laboratorial utilizada para quantificagio
da PCR foi a Turbidimetria, cujo valor de referéncia para individuos adultos normais
saudaveis é < 6,0mg/L. A quantificacdo da Albumina sérica se deu pelo teste colorimétrico, a
base do Verde de Bromocresol, para individuos adultos normais saudaveis o valor de
referencia é de 3,5 a 5,0 g/dl (DOWEIKO; NOMPLEGGI, 1991; JAMESON et al., 2020).

4.5.5.1 Proteina C Reativa

A proteina C reativa (PCR) é uma proteina hepatica cuja concentracdo plasmatica se
eleva rapidamente em decorréncia de processos inflamatérios, infeccdo, doencas
cardiometabolicas crbnicas, doencgas reumaticas e traumatismos. O recente entendimento de
que a PCR existe em mdltiplas isoformas com atividades bioldgicas distintas, € um avancado
de grande relevancia que descreve a PCR como um fator mediador no processo de defesa do
individuo com cancer (HART et al., 2020).

O novo entendimento envolve o reconhecimento e a compreenséo de que a PCR pode
ser induzida a sofrer uma reorganizacdo ndo proteolitica de suas estruturas proteicas, um

isomerismo conformacional, desenvolvendo duas formas distintas com atividades funcionais
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diferentes. A isoforma pentamérica (pPCR) € induzida a se dissociar em uma isoforma
monomérica (MPCR) (POTEMPA et al., 2021).

A isoforma pentamérica (pPCR) é a forma quantificada em medic¢des diagnosticas da
PCR, apresenta menor bioatividade anti-inflamatoria, seu acimulo no sangue esté associado a
uma resposta inflamatdria crénica e de baixo nivel, um indicativo de doengas nao resolvidas
COmMo ocorre no cancer em estagios avangados. Ja a isoforma monomérica (mPCR) modula as
respostas inflamatdrias ativas, inserindo-se nas membranas celulares e estimulando as
respostas de plaquetas e leuctcitos associadas a respostas inflamatdrias de fase aguda. E
encontrada ligada a componentes do microambiente tumoral e pode estar envolvida na
progressdo do crescimento tumoral (HART et al., 2020).

Valor da PCR superiores a 5.0 mg/L em individuos com céancer ¢é indicativo de
processo inflamatdrio cronico (JAMESON et al., 2020). A variavel no estudo teve seu valor

absoluto expresso em média e desvio padrao

45.5.2 Albumina

O figado € o Unico 6rgdo capaz de sintetizar albumina, a proteina plasmatica mais
abundante no soro humano. Trata-se de uma molécula formada por uma cadeia de 584
aminodcidos, e devido ao seu baixo peso molecular e sua alta concentragao, exerce importante
funcdo na manutencdo do volume plasmatico. Além disso, a albumina esta envolvida no
transporte de uma ampla variedade de substancias fisiologicas: moléculas lipossoliveis como
0s acidos graxos de cadeia longa, hormdnios como a tiroxina, o cortisol e a aldosterona e
pequenos ions como o calcio, o cobre, o niquel e o zinco (DOWEIKO; NOMPLEGGI, 1991;
WHICHER; SPENCE, 1987).

A albumina sérica tem sido usada como marcador do estado nutricional, sua
distribuicdo extra vascular, em condi¢fes normais, varia entre os diferentes 6rgdos. A pele
contém 11% a 18% do total da albumina corporal e a musculatura esquelética contém em
torno de 15% (WHICHER; SPENCE, 1987). A reducdo da ingesta alimentar, com valores
proteicos insuficientes, ndo sdo capazes de produzir uma queda significativa nos niveis
plasméticos da albumina, devido a sua longa meia vida. Os niveis permanecem normais
mesmo apds uma semana de privagdo alimentar (SANTOS et al., 2004).

Processos inflamatorios cronicos, como o existente em individuos com céncer,
liberam a citocina interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral-o. (TNF-0) que ativam

uma cascata complexa que estimula ou inibe a sintese de proteinas. A interleucina-6 (IL-6),
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que é produzida em resposta a acdo da IL-1 e/ou & a¢do do TNF-a, estimula, no figado, a
sintese de proteinas como a a-1 glicoproteina, a amildide sérica e a proteina C-reativa (PCR),
e inibe a sintese da transferrina e a albumina. Dessa forma, a reducéo dos niveis de Albumina
em pacientes com cancer, ndo representa somente um marcador de desnutricdo referente ao
déficit nutricional, mas também da acdo secundaria advinda do processo inflamatério
(BISTRIAN, 1998).

Valores de albumina sérica para pacientes com cancer <3.2mg/dL € indicativo de
desnutricdo(JAMESON et al., 2020). A variavel no estudo teve seu valor absoluto expresso

em média e desvio padrao.

4.6 Analises estatisticas

A variavel dependente foi o quadro de CAC categorizada inicialmente em trés grupos
sem CAC, pré CAC e CAC. As variaveis independentes numéricas (idade, altura, peso, IMC,
PP, MME, IMME, CP, CB, PCT, CMB, AMB, AMBc, AGB, AFI, FPM, velocidade de 4m,
niveis séricos de PCR e albumina e a razdo PCR/Albumina) expressos em média £ DP. As
variaveis independentes categoricas (sexo, localizagdo do tumor primario, estadiamento
tumoral, anorexia, T, N, Sarcopenia, Anorexia, ECOG-PS e Karnofsky-OS) expressas em
frequéncia absoluta e relativa. A associacdo bivariada do desfecho com as variaveis
independentes categoricas foi testada pelos testes Qui-quadrado de Pearson ou exato de
Fisher. As varidveis independentes numéricas inicialmente passaram por testes de
normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e todas mostraram resultados compativeis com a
distribuicdo normal. Assim, a analise bivariada entre o desfecho e as varidveis independentes
numéricas foi realizada pelo teste ANOVA com comparacdo mdltipla por Bonferroni. Os
testes foram bilaterais, onde p valor < 0,05 foi considerado significativo. Tais resultados estdo
apresentados no corpo do artigo por apresentarem informacdes de interesse de forma mais
detalhada.

Entretanto, posteriormente ao se planejar a modelagem multipla, devido a limitacdo no
numero de individuos da amostra em estudo, optou-se por dicotomizar a variavel dependente,
foi mantido o grupo sem CAC (n = 31) e agrupados o grupo pré CAC (n =12) com o CAC (n=
82), que juntos formaram o novo grupo CAC (n = 94). Novas anéalises bivariadas foram
realizadas (testes Qui-quadrado de Pearson, Exato de Fisher ou Teste T, apresentados em
material suplementar). As variaveis independentes que se mostraram associadas a variavel

dependente dicotémica ao nivel de 20% (p < 0,2) foram selecionadas inicialmente para compor
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modelo multiplo. Apé6s o teste com a matriz de Correlagdo de Pearson, foram excluidas as
variaveis que apresentaram correlacdo superior a 0,80, cumprindo dessa forma o pressuposto
da auséncia de multicolinearidade. O modelo multiplo de regressdo logistica binaria foi
utilizado para andlise dos fatores associados ao desfecho do individuo com CAC de células
escamosas de cabeca e pescoco. A modelagem multipla se deu de forma manual, com o
procedimento passo atras (Back Ward) e baseadas na qualidade do ajuste dos modelos (log da
verossimilhanga, teste de Hosmer ¢ Lemeshow e “pseudo R2” de Nagelkerke). No modelo
final ajustado, estabeleceu-se o nivel de significancia de 5% para identificar as varidveis
associadas ao desfecho. Foram obtidos valores estimados de odds ratios brutos e ajustados
dentro do intervalo de confianga de 95%. Todas as analises foram realizadas no programa
estatistico SPSS®, versédo 25.0.
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ABSTRACT

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is a prevalent type of cancer with high
morbidity and mortality rates worldwide. Cancer-related cachexia (CRC) is prevalent in
individuals with newly diagnosed HNSCC. Although CRC is an independent factor of poor
prognosis in HNSCC, it is not yet established which parameters are associated with the
occurrence of CRC. It was investigated the association between demographical, anthropometric,
nutritional status, tumor clinical characteristics, physical performance, and C-reactive protein
(CRP) and albumin levels and the CRC in individuals with HNSCC. CRC was defined as low
muscle strength and low muscle performance. Anthropometrical measurements, nutritional
status, physical performance status, tumor characteristics, and CRC and albumin levels were
assessed. CRC in individuals with HNSCC was more likely to occur in older individuals (OR =
3.88, 1C95% = 1.16 — 12.95), with low KPS (OR = 5.51, IC95% = 1.41-21.45), and higher CAR
(OR =1.47, 1C95% = 1.10-1.97). Individuals with increases in mid-arm muscle circumference (OR
= 0.65, IC95% = 0.52-0.82) and mid-arm fat area index (OR = 0.91, 1C95% = 0.84-0.98) exhibited
reduced odds to CRC. Early identification of these changes tends to favor a prompt CRC

identification to improve patient-centred treatment in individuals with HNSCC.

Keywords: head and neck squamous cell carcinoma, cancer-related cachexia, nutritional status,

physical performance, CRC/albumin ratio.
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Introduction

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the most prevalent type of
cancer that arises in the upper aerodigestive tract mucosa (UADTM) from oral cavity, pharynx,
larynx, and sinonasal tract. HNSCC is diagnosed in over 800.000 individual per year, and it is
responsible for more than 380.000 deaths annually. HNSCC incidence has increased by 36.5% in
the past decade, and it is anticipated to increase by 30% in 2030 (1-3) Advances of multimodal
treatment for HNSCC have modestly improved the quality of life and the 5-year overall survival of
individuals over the past three decades, but notably when malignancy was diagnosed at early
clinical staging. The median overall survival of individual with advanced HNSCC hardly exceeds 1
year (4, 5). Consequently, HNSCC remains as a significant health and economic burden for many
populations worldwide (1).

Cancer-related cachexia (CRC) is defined as a multifactorial, prevalent paraneoplastic
syndrome (PS) that is characterized by an ongoing loss of skeletal muscle mass, with or without
loss of fat mass, that is responsible for an unintentional body weight loss (WL) in individuals with
cancer (6, 7). CRC pathogenesis is associated to loss of appetite and reduced food intake,
metabolic and neuro-hormonal derangements in target tissues (notably skeletal muscle tissue),
and occurrence of systemic chronic inflammation driven by chemical mediators from tumor, host
immune response, and tumor-host immune system crosstalk (8-10). Clinically, CRC manifests as
a continuous pathological process composed of three stages: pre-cachexia (pre-CRC), cachexia
(CRC), and refractory (10, 11). In the pre-CRC stage, the individual with cancer self-reports a WL
< 2% in the last 6 months. An individual with CRC may exhibit self-reports a WL > 5% recorded in
the last 6 months; a body mass index (BMI) of less than 20 kg/m? associated with at least three of
the following criteria: reduced skeletal muscle mass and strength, fatigue, anorexia, low lean
mass index, and differentiated biochemistry profile, notably increased plasma levels of C-reactive
protein (CRP) and reduced hemoglobin and albumin levels. Refractory CRC represents the most
severe clinical condition, which the individual experiences a body WL > 5%, poor physical

performance, fatigue, and intense catabolism in target tissues. In this stage, cancer rapidly
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progress, and it frequently does not respond to any anticancer therapies (6). Frequently,
individual with CRC experiences impaired quality of life and social well-being, increased use of
healthcare resources, and increased cancer-related mortality (7, 10). About 80% of individuals
with late clinical stage cancer experience CRC and more than 20% of deaths related to cancer
are independently promoted by CRC (10).

CRC is prevalent in all clinical stages in newly diagnosed patients with HNSCC (12) It
is estimated that about 80% of individuals with HNSCC clinically exhibit CRC (13). It is very
important to recognize early changes in body composition, nutritional status and expression of
biomarkers that can reliably predict the diagnosis of CRC. Early implementation of these
interventions may help to improve survival and quality of health and life of individual with HNSCC
(14).

The present study aimed to analyze the association between demographic, clinical,

anthropometric, nutritional, and plasma biochemical factors and CRC in individuals with HNSCC.

Material and Methods

Ethical aspects

All procedures performed in participants of this study were in accordance with the
ethical standards of the institutional and/or national research committee (CEP/Unimontes;
protocol number: 3.202.795; CAAE 09006719.1.0000.5146) and with the 1964 Helsinki
declaration and its later amendments or comparable ethical standards. All participants signed a
consent form that informed about the study’s design of research before they are being selected

for participation.

Participants

This is an observational, cross-sectional, single-center study, which included

selected sample of adults and elderly individuals, of both sexes, that were diagnosed with primary
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HNSCC histologically confirmed (n = 125; male/female ratio: 3.8/1; age: 59.38 + 10.72 years).
Posteriorly, these individuals were subgrouped according to clinical stage of CRC: non-CRC (n =
31; male/female ratio: 2.4/1, 56.19 + 12.00 years), pre-CRC (n = 12; male/female ratio: 5/1, 53.92
+ 9.92 years), and CRC (n = 82; male/female ratio: 4.4/1, 61.39 + 9.85). A sample of individuals
clinically normal (n = 38, male/female ratio: 2.8/1, mean age: 59.63 = 8.7 years) was also
selected to participate of this study to compare blood biochemical parameters. Demographical,
clinical, anthropometric, and laboratory parameters were entered into a prospectively designed
database (Table 1S). All data were obtained during the diagnosis visits of participants in a
reference public health center for diagnosis and treatment of oral and maxillofacial diseases. All
participants were examined for medical and dental history. Sociodemographic, clinical,
anthropometric, nutritional status, and plasma RCP and albumin levels were collected and
assessed. It was recorded additional information about history of comorbidities (cardiometabolic
chronic diseases, motor neuron diseases, neurological diseases, autoimmune diseases, severe

chronic obstructive pulmonary disease, coagulation disorders).

Inclusion and exclusion criteria

Inclusion criteria for all participants of this study were not having a diagnosis of
diseases that compromised the cognition, body composition assessments, and physical
performance, such as motor and cognitive diseases, inability to walk independently, previous
history of hand and leg fractures, orthopedic diseases, diagnosis of previous nutritional disorders,
history of oncological treatment, or chronic use of anti-inflammatory medication. Exclusion criteria
were diagnosis of acute illness, chronic comorbidity therapeutically uncontrolled, use of

medication known to affect body composition, or history of prolonged immobilization.

Anthropometry

Anthropometric measurements were performed by two trained health professionals
using standardized techniques (15). Cut-off points for all anthropometric measures obtained were

established according to international scientifical organization and Brazilian research studies
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recommendations. All participants were evaluated wearing lightweight clothing and no shoes.
Assessments were obtained after three measurements, and the average values were calculated
and recorded. Additionally, all anthropometrics values were adjusted for gender and age
according reference values. Height was measured using a body anthropometric tape (Cescorf,
Porto Alegre, RS, BRA). Body weight was determined to the nearest 0.1 kg using a calibrated
balance beam scale (HBF222-T, Omron®, Kyoto, JPN). Body mass index (BMI) was calculated
and classified according to cut-off points suggested by PAHO: underweight (< 23 Kg/m?), normal
weight (23,1 - 28 Kg/m?), overweight (> 28,1 Kg/m?) (16, 17). Calf circumference (CC), triceps
skinfold thickness (TSF), mid-arm upper circumference (MAC), mid-arm upper muscle
circumference (MAMC), upper-arm fat area (UFA), upper-arm muscle area (UMA), upper bone-
free arm muscle area (UBMA). CC, MAC, TSF, MAMC measures were performed according to
international recommendation (18-22). Validated cut-off points for anthropometrical measures in
elderly were considered, as follows: CC (low CC: < 34 cm for men and < 33 cm for women) (23).
UFA was calculated using the formula: [[MAC cm X TSF cm)/2] — [T x (TSF cm)?)/4). UMA was
calculated using the equation [MAC cm — (r x TSF cm)]%/4m] (18) . UBMA, an established
measure of muscle protein mass, was calculated using the formula: [MAC cm — m x (TSF
cm)]?4m - 6,5 if women or 10,0 if men (24, 25). UBMA Validated cut-off points for UBMA were <
32 cm? for men and < 18 cm? for women (26). Low values (< 5th percentile) for variables MAC,

TSF, MAMC and UFA, suggests undernutrition, for UBMA is low values (< 15th percentile).

Skeletal muscle mass

The assessment of skeletal muscle mass (SMM) of individuals with HNSCC was
estimated using a predictive equation, where SMM = 10.05 + (0.35 * Weight) - (0.62 * BMI) -
(0.02 * Age) + 5.10 (if men) (27). To find the skeletal muscle index (SMI), the SMM was adjusted
for the height of the participant (28) and following the recommendation of the FNIH definition (29,
30), SMM was also adjusted using the BMI (30, 31). Regarding the cutoff points for elderly

population (32), the SMI was adjusted with height, which values of 7.88 kg/m? and 5.52 kg/m?
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were adopted for men and women, respectively. In parallel, SMI was adjusted by BMI, which

values of 0.73 kg/BMI and 0.41 kg/BMI for men and women, respectively.

Handgrip strength

Handgrip strength (HGS) was the method used for assessment of skeletal muscle
strength (SMS) of all participants of this study. HGS was assessed in the dominant hand with a
hydraulic hand dynamometer (PC5030J1, Jamar®, Brazil) according to international
recommendations (32-36). According to SDOC, HGS cut-off points were defined as < 35.5 for

men and < 20 in women (37).

4m-gait speed test

All participants were instructed to walk 4m three times and the time for each attempt
was recorded. For this study, gait speed was calculated by dividing the space covered (4 m) by

the mean of time, in seconds (38) . The cut-off for slowness was < 0.8 m/s (29, 37).

Physical performance status

The assessment of functional capacity of individuals with HNSCC was performed
using Eastern Cooperative Oncology Group performance status (ECOG-PS) and Karnofsky
performance status (KPS) scales (39). ECOG-PS scale varies to 0, the asymptomatic, fully
functional individual, to 5, the bedridden, dying individual (40). Using this scale, individuals were
categorized as follows, 0 (asymptomatic individual) vs. 1-5 (symptomatic individual). Participants
were categorized as ECOG-PS 0 (asymptomatic) and 1-4 (symptomatic). The KPS is an 11-point
scale that ranges from full well-being, without physical limitation (100%) to getting worse, death
(0%), decreasing ten points at each level (41). Participants of this study were categorized
according to KPS as follows, 100% (individual can independently perform daily activities) and <
90% (varies from an individual that can perform daily activities with help to an individual that

requires continuous assistance and approaches death progressively).
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Diagnosis of CRC

Diagnosis and classification of CRC was performed according to Fearon et al. (2011)
(6, 42) criteria as follows, (i) pre-CRC, WL < 5% over the last six months, anorexia, and metabolic
changes; (i) CRC, weight loss > 5% or weight loss > 2% when BMI < 20 kg/m? or sarcopenia,
often associated with the following domains: reduced food intake or anorexia or reduced food
intake, catabolic drive/ systemic inflammation, muscle mass and strength, functional and

psychosocial impairment (6).

Weigh loss assessment

Weight loss during the last six months was assessed by self-report of individual
with HNSCC. The percentage of weight loss was obtained considering the recalled body weight
and the actual body weight. Participants with report of stable or gain of BW or purposeful WL

were classified as not having WL.

Self-report of appetite loss

Appetite loss was self-reported by individuals with HNSCC after they have exclusively
been questioned for appetite item “have you lacked appetite?” of the quality-of-life questionnaire
(QLQ-C30) from European Organization for the Research and Treatment of Cancer (EORTC)
(43-45). Appetite loss during the last week was measured on a four-point categorical scale (not at
all — very much). Only individuals that answered the option “not at all” were considered not to
have appetite loss and individuals that answered more severe options were considered with

anorexia.

Diagnosis of sarcopenia

Sarcopenia was established according to Sarcopenia Definition and Outcomes
Consortium (SDOC) funded by Foundation for the National Institutes of Health (FNIH) Biomarkers

Consortium and the National Institute of Aging (29, 37). In this way, sarcopenia is defined as the
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association of muscle weakness, assessed as low GS (< 35.5 kg in men or < 20 kg in women),
and slowness, assessed as low gait speed (< 0.8 m/s, for both men and women). According to
these parameters, it was identified in in this study 28 (22.4%) individuals with HNSCC and

sarcopenia.

Plasma biochemical analysis

Routine blood tests, including white blood cell (WBC) count and hemoglobin and CRP
and albumin levels, were performed during diagnosis visit of individuals. All participants
underwent collection of 10mL of peripheral blood in EDTA tubes. The tubes were instantly cooled
on ice and centrifuged at 3500 rpm for 10 min. Plasma and serum were separated and kept
frozen at -80°C. Hematological parameters and biochemical evaluations were determined in the
laboratory of clinical analysis of the HUCF/Unimontes. Commercially available test kits for
assessment of serum albumin levels using bromocresol green dye binding method and for
guantitative CRP levels using a highly sensitive latex reagent immunoassay. Albumin and CRP
levels were assessed using an automated biochemical analyser (Wiener lab®, model CB 350i,
Rosario, SF, ARG). The CRP/albumin ratio (CAR) is one relatively novel inflammation-based

prognostic marker that is calculated by dividing CRP (in mg/L) by albumin (in g/dL) levels.

Statistical analysis

The study's dependent variable was CRC, initially categorized into three groups non-
CRC, pre-CRC, and CRC. Numerical independent variables (age, height, weight, BMI, WL, CC,
MAC, TSF, MAMC, UMA, UBMA, UFA, AFI, HGS, 4m-gait speed, CRP and albumin plasma
levels and CRP/albumin ratio) were expressed as mean + SD. Categorical independent variables
(age, sex, BMI', CC, MAC, TSF, MAMC, UBMA, primary tumor location, TNM, T, N, sarcopenia,
ECOG-PS and KPS, and CRP/albumin ratio) in absolute and relative frequency. The bivariate
association of the outcome with the categorical independent variables was tested using
Pearson's chi-square or Fisher's exact tests. The numerical independent variables initially

underwent normality tests (Kolmogorov-Smirnov) and all showed results compatible with the
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normal distribution. Thus, the bivariate association between the outcome and the numerical
independent variables was performed using the ANOVA test with multiple comparison by
Bonferroni. The tests were bilateral, where p value < 0.05 was considered significant. Numerical
independent variables were analyzed using the Kolmogorov-Smirnov normality test. Sequentially,
the variables were compared using ANOVA. To perform the multiple modeling, due to the
limitation in the number of individuals in the sample under study, it was decided to dichotomize
the dependent variable, maintaining the group non-CRC vs. pre-CRC and CRC grouped. New
bivariate analyzes were performed. Independent parameters associated with the dichotomous
dependent variable at the 20% level (p < 0.2) were initially selected to compose a multiple model.
After testing with Pearson's correlation matrix, variables that presented correlation greater than
0.80 were excluded, thus fulfilling the assumption of the absence of multicollinearity. The multiple
model of binary logistic regression was used to analyze the parameters associated with CRC.
Multiple modeling was performed manually, with the step-back procedure (back ward) and based
on the goodness of fit of the models (log likelihood, Hosmer and Lemeshow test and
Nagelkerke's “pseudo RZ2”). In the final adjusted model, a significance level of 5% was
established to identify the variables associated with the outcome. Estimated crude and adjusted
odds ratio values within the 95% confidence interval were obtained. All analyzes were performed

using the SPSS® statistical program, version 25.0 (IBM®, Armonk, NY, USA).
Results

The Table 1 exhibits findings from association between demographic,
anthropometrical, nutritional status, muscle strength and performance parameters in individual
with HNSCC according to CRC staging. Numerical bivariate analysis findings showed that
Individuals with CRC were older than individual with pre-CRC (p = 0,012) and tendency with
non-CRC group (p = 0.059). None statistically significant difference between groups was
identified for sex variable (p > 0.05). It was showed significant differences between the
anthropometric parameters CC, MAC, TSF, MAMC, UBMA, UFA, UMA, and TUA in individuals

with CRC compared with no-CRC (p < 0.05). Regarding the parameters of mass, strength, and
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muscle performance, it was showed that low cut-of SMM, HGS, and 4m-gait speed were
identified in 80%, 52,8%, and 26,4% of individuals with HNSCC. Low HGS values in individual
with CRC compared to subjects with pre-CRC (p = 0.021). The low 4m-gait speed was noted in
individuals with CRC compared with non-CRC (p = 0.048). A low SMI®™™ was identified in
individual with CRC compared to non-CRC (p = 0.006).

The Figure 1 illustrates the comparison between CRP and albumin plasma expression
in clinically normal subjects and individuals with HNSCC at different stages of CRC. A high CRP
expression (> 10 mg/L) was observed in 48% of subjects with HNSCC. Measurement of plasma
CRP expression in control individuals and individuals with HNSCC no-CRC, pre-CRC, and CRC
were 1.90 mg/L (£ 1.21), 6.43 mg/L (+ 6.01), 13.93 mg/L (+ 13.78), and 23.03 mg/L (x 22.22),
respectively. According to findings of this study, a significant increase in plasma CRP
expression was observed individuals with HNSCC diagnosed with CRC compared with
individuals with no-CRC (p < 0.001). Low albumin levels (< 3.2 g/dL) were identified in 0.8% of
individuals with HNSCC. It was identified that control individuals and individuals with HNSCC
no-CRC, pre-CRC, and CRC had measurements of 4.10 g/dL (x 0.20) 4.27 g/dL (+ 0.32), 4.03
g/dL (£ 0.46), and 4.10 g/dL (x 0.35). It was showed a tendency of association between albumin
expression between HNSCC individuals diagnosed with CRC and non-CRC individuals (p =

0.062).
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Table 1. Association between demographic, anthropometric, and nutritional status parameters, and
clinical stages of cancer-related cachexia (CRC) in individuals with Head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC).

PARAMETERS 1 C;ANCER-RELATIiD CACHEXIA (CRC)

(mean + SD) nt(Jnn-:C?ﬁ? p(rr?-:C?ZC) (nCSCsz) p p(lvs.2) | p(lvs.3)
Age (years) 56.19 +12.00 53.92 + 9.92 61.39 * 9.85 0.012* 1.000 0.059
Weight (Kg) 67.95 * 10.31 64.22 + 7.87 54.37 + 11.88 <0.001* 0.989 <0.001*
Height (m) 1.66 * 0.08 1.69 £0.12 1.65 £ 0.08 0.303 1.000 1.000
WL (kg) -1.63 +2.85 1.85 +1.00 8.39 + 4.58 <0.001* 0.035 <0.001*
WL (%) -2.66 + 4.47 2.79+1.36 1352+ 7.72 <0.001* 0.054 <0.001*
BMI(Kg/m?) 2451+2091 2258 +2.71 19.88+ 3.72 <0.001* 0.307 <0.001*
CC (cm) 35.70 + 3.15 34.06 + 2.15 31.14 + 3.97 <0.001* 0.571 <0.001*
MAC (cm) 29.76 + 3.05 27.15+2.18 24.81 +3.81 <0.001* 0.094 <0.001*
TSF (mm) 11.43£5.22 8.90 +4.13 7.87 £3.78 <0.001* 0.245 <0.001*
MAMC (cm) 26.17 £ 2.75 24.35 + 1.95 22.34 £3.33 <0.001* 0.265 <0.001*
UBMA (cm?) 46.13 + 12.41 38.07 +7.52 31.26 + 11.81 <0.001* 0.133 <0.001*
UFA (cm®) 16.11+ 7.45 11.55 + 5.77 9.56 + 5.23 <0.001* 0.075 <0.001*
UMA (cm®) 55.12 + 12.40 4750 + 7.93 40.62 + 12.08 <0.001* 0.183 <0.001
TUA (cm?) 71.24 15,28 59,04 + 9,67 50.17 + 15.30 <0.001* 0.052 <0.001
AFI (%) 22.17 + 8.59 19.14 * 8.00 18.46 + 7.33 0.078 0.753 0.073
SMM (kg) 21.17 + 3.97 21.69 * 4.55 19.68 * 3.61 0.079 1.000 0.225
SMIP™ (kg/BMI) 0.87 +0.18 0.98 +0.25 1.01 £0.21 0.009* 0.376 0.006*
HGS (Kg) 34.40 + 10.30 35.19 £10.31 29.88 £ 8.14 0.021* 1.000 0.054
4m-gait speed (m/s) 1.02+0.15 0.95+0.18 0.93+0.19 0.054 0.824 0.048*
CAR 152+1.44 3.74+4.24 5.85 + 5.97 <0.001* 0.608 <0.001

* Comparisons statistically significant (p < 0.05). Age. Weight (Kg). WL (kg): Weight Loss in Kg. WL (%): Weight loss in percent.
BMI: body mass index. CC: calf circumference. MAC: mid-arm upper circumference. TSF: triceps skinfold thickness. MAMC: mid-
arm upper muscle circumference. UBMA: upper-arm bone-free muscle area. UFA: upper-arm fat area. UMA: upper-arm area. TUA:
total upper-arm area. SMI®™: skeletal muscle mass index normalized by BMI. HGS: absolute handgrip strength. CAR: CRP/albumin
ratio
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Figure la. Comparisons for C-reactive protein (CRP) levels between individuals clinically normal (control)
and individuals with Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) in different stages of cancer-related
cachexia (CRC). Figure 1b. Comparisons for albumin levels between individuals clinically normal (control)
and individuals with Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) in different stages of cancer-related
cachexia (CRC). Figure 1c. Comparisons for CRP/albumin ratio (CAR) between individuals clinically normal
(control) and individuals with Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) in different stages of
cancer-related cachexia (CRC). (* p <0.001 ** p <0.001.)

Table 2 exhibits findings from the association between categorial demographical,
clinical, anthropometrical, and biochemical parameters according to CRC staging in individuals
with HNSCC, it was showed that older individual, BMI, CC, MAC, MAMC, UBMA, HGS, 4-m gait
speed, TNM, T, N, KPS, ECOG-PS, and CAR (p < 0.05). Often, individuals with HNSCC are
diagnosed with advanced TNM clinical stage (llI/1V). In the present study, 77.6% of individuals with
HNSCC presented late TNM staging. Individuals with primary malignant tumors with higher TNM
staging (p = 0.029) and larger clinical size (p = 0.017) were diagnosed with CRC. Individuals with
CRC were more likely to have a diagnosis of regional cervical metastases at the time of diagnosis
of HNSCC (63.2%). It was noted a tendency between CRC and occurrence of cervical metastasis
(p = 0.056). Individuals with HNSCC exhibited low physical performance status as measured by
both KPS (= 90) and ECOG-PS (1-4) (48% and 36.8%, respectively). In individuals with CRC, it
was noted a worse physical performance according to KPS (p = 0.001) and ECOG-PS (p = 0.015).
In the present study, high values of the CAR were noted in individual with HNSCC who presented

CRC (p < 0.001).
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Table 2. Association between demographical, anthropometric, and clinical parameters and
cancer-related cachexia (CRC) stages in individuals with Head and neck squamous cell

carcinoma (HNSCC).

Parameters

CANCER-RELATED CACHEXIA (CRC)

non-CRC pre-CRC CRC

(n=31) (n=12) (n=82) P
Age
< 60 years 20 9 32 0.009*
2 60 years 11 3 50
Sex
Men 22 10 67 0.433
Women 9 2 15
BMI
Normal weight 15 4 13 0.001*
Low weight 11 7 66
Overweight 5 1 3
CcC
Normal muscle mass 26 6 18 0.001*
Low muscle mass 5 6 64
TSF
Normal weight 13 3 18 0.108
Low weight 18 9 64
MAC
Normal weight 24 5 21 0.001*
Low weight 7 7 61
MAMC
Normal weight 26 6 28 0.001*
Low weight 5 6 54
UBMA
Nourished 20 4 16 0.001*
Malnourished 11 8 66
HGS
Normal force 20 9 30 0.003*
Low force 11 3 52
4m-gait speed
Normal velocity 28 9 55 0,033*
Low velocity 3 3 27
Location of primary tumor
Anterior 22 8 47 0.428
Posterior 9 4 35
T
1-2 16 6 21 0.017*
3-4 15 6 61
N
No 17 3 26 0.056
Yes 14 9 56
TNM
| 5 0 1 0.029*
1l 6 2 14
1l 12 3 25
v 8 7 42
KPS
100 25 6 34 0.001*
<90 6 6 48
ECOG-PS
0 26 8 45 0.015*
1-4 5 4 37
CAR - CRP/albumin ratio
< 0.4 (low risk) 4 1 5 <0.001*
0.4-2,0 (medium risk) 21 4 24
> 2.0 (high risk) 6 7 53

* Comparisons statistically significant (p < 0.05). BMI: body mass index. CC: calf circumference. TSF: triceps skinfold
thickness. MAC: mid-arm upper circumference. MAMC: mid-arm upper muscle circumference. UBMA: upper-arm bone-free
muscle area. HGS: absolute handgrip strength. T: tumor size. N: cervical nodal metastasis. TNM: tunor-node-metastasis.

KPS: Karnofsky performance status.

CRP/albumin ratio

ECOG-PS: Eastern Cooperative Oncology Group performance status. CAR:
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Binary logistic regression analysis showed that individuals with HNSCC and CRC were
older (OR= 3.88, IC95% = 1.16 — 12.95), lower MAMC (OR = 0.65, IC95% = 0.52 — 0.82),
lower AFI (OR = 0.91, IC95% = 0.84 — 0.98), low KPS (OR = 5.51, IC95% = 1.41-21.45),
and higher CAR (OR = 1.47, 1C95% = 1.10 — 1.97) parameters (Table 3).

Table 3. Adjusted binary logistic regression model for numerical and categorical independent
parameters to determine factors associated to cancer-related cachexia (CRC) in individuals
with Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC).

Parameters n (%) OR (IC95%) p
Age (years)
<60 61 (48.8) 1 0.027*
> 60 64 (51.2) 3.88 (1.16 — 12.95)
TNM
1/ 28 (22.4) n.s n.s
n /v 97 (77.6) n.s
T
1-2 43 (36.8) n.s n.s
34 82 (65.6) n.s
N
0 46 (36.8) n.s n.s
1-3 79 (63.2) n.s
KPS
100 65 (52) 1 0.014*
<90 60 (48) 5.51 (1.41 — 21.45)
Sarcopenia
No 97 (77.6) n.s n.s
Yes 28 (22.4) n.s
CC (cm)
Normal 50 (40) n.s n.s
Low 75 (60) n.s
TSF (cm)
Normal 60 (48) n.s n.s
Low 65 (52) n.s
MAC
Normal 50 (40.0) n.s n.s
Low 75 (60.0) n.s
HGS
Normal 46 (36.8) 1 0.057
Low 79 (63.2) 0.28 (0.08 — 1.04)
MAMC (cm) 23.48 + 3.49 0.65 (0.52 — 0.82) <0.001*
AFI (%) 19.44 + 7.82 0.91 (0.84 — 0.98) 0.015*
SMIP™ 0.97 +0.22 n.s n.s
SMITEeT 12.13 +1.87 n.s n.s
4m-gait speed (m/s) 0.95+0.19 n.s n.s
CAR 4.57 £5.37 1.47 (1.10-1.97) 0.009*

* Comparisons statistically significant (p < 0.05). BMI: body mass index. CC: calf-circumference. TSF: triceps
skinfold thickness. MAC: mid-arm upper circumference. MAMC: mid-arm upper muscle circumference. UBMA:
upper-arm bone-free muscle area. HGS: handgrip strength. T: tumor size. N: cervical nodal metastasis. TNM:
tunor-node-metastasis. KPS: Karnofsky performance status. ECOG-PS: Eastern CooBerative Oncology Group
performance status. SMI®™": skeletal muscle mass index normalized by BMI. SMI"®'°"™: skeletal muscle mass
index normalized by height. CAR: CRP/albumin ratio.
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Discussion

According to findings of this study, CRC was more likely to occur in older individuals
with HNSCC, with low mid-arm muscle circumference (MAMC) and fat area index (FAl)
values, low Karnofsky-PS, and higher CAR.

Advancing of age is a major risk factor for cancer (46) and CRC (47, 48). In this
study, older individuals with HNSCC exhibited higher likelihood (OR = 3.88) to present CRC
compared to younger. Several factors have been associated with CRC in older individuals
with cancer, including advancing age per se and its impact on physiology of tissues and
organs (49), immobility (50), anorexia (loss of appetite) and reduced food intake (51, 52),
malnutrition (53, 54), poor status of oral health (55-57), oropharyngeal dysphagia (58, 59),
frailty (60) and sarcopenia (48).

Some anthropometric measures have reached reliability as independent predictors
factor for worse outcomes in individuals with cancer, such as malnutrition (61), poor muscle
strength (62), low muscle mass (63), sarcopenia (64) and cancer-related survival (64-67). In
individuals with cancer, malnutrition can be caused by insufficient energy supply, in addition
to inadequate consumption and/or absorption of nutrients and a systemic inflammation
induced by induced by the interaction between cancer cell, the extracellular matrix, and the
host's immune system, with consequent inappetence, changes in body composition, and WL
(68). Malnutrition is a common health problem in individuals with HNSCC, with a prevalence
of 60% already prior to diagnosis (69). In this study, nutritional status was measured by
anthropometry (BMI, MAC, and TSF). Malnutrition status in individuals with HNSCC was
noted in 67.2% according to BMI. MAC has been recognized as an independent predictor of
mortality in individuals with cancer (67, 70). In this study, 60% of individuals with HNSCC
exhibited low MAC values and, so, malnutrition. A poor nutritional status in individuals with
HNSCC might also be explained by the impacts that malignancy itself and its antineoplastic
treatment negatively exert on oral health status, chewing and swallowing process, and saliva

production that are directly involved in nutritional intake (71, 72). Consequently, the
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nutritional intake will be limited, which further contributes to deterioration of nutritional status
of individual with cancer with consequent WL (73).

The upper-arm anthropometric measures, MAMC and AFI, provide assessments of
muscularity and adiposity of an individual, respectively. In this study, individual with HNSCC
with low MAMC and AFI measurements were more likely to predict CRC (OR = 0.65 and
0.91, respectively). Overall, MAMC and AFlI, are simple, easy, cost-effective, and can be
adequately obtained in an outpatient setting. It is believed that the greater muscularity would
reflect a greater protein reserve (74). In individual with cancer, highest quartiles of MAMC
have been associated with low all-cause of overall mortality, independent of BMI (75). Higher
AFI is associate with a higher fat-pattern in individual (76). Changes in adipose tissue
composition in individuals with cancer have been shown to be associated with diagnosis of
CRC (77-79), although this alteration is not considered as standard diagnostic criteria for
cachectic syndrome (80). Moreover, adipose tissue wasting in individuals with cancer has
been associated with worse prognosis (81). An important part of WL in individual with cancer
derives from the depletion of skeletal muscle and adipose tissues mostly (82). Studies have
shown that adipose tissue depletion results from a reduction in fat mass owing to whole-body
lipolysis in individual with CRC rather than the irreversible degeneration of fat cells owing to
apoptosis (83-85). In this way, findings from this study highlight the importance of assessing
the MAMC and AFI in individuals with HNSCC to predict CRC and, and from there, to guide
early interventions to optimize therapeutics, antineoplastic response, and long-term
outcomes. Moreover, these findings corroborate with the use of anthropometrical
measurements in outpatient and clinical settings (86).

The most important clinical findings of CRC in individuals with cancer is a WL more
than 5% in 6 months or lesser than 2% WL associated with BMI < 20 Kg/m? at diagnosis (6).
The self-reported unintentional WL by individuals with HNSCC in this study was 66%,
somewhat higher (20-40%) than have been reported (87). WL in individual with cancer is a
very complex phenomenon that is determined by many factors that are related to the

progression of malignancy which manifests as consequence of higher metabolic demands of
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the tumor, higher energy expenditure, malnutrition due to low food intake, and a variety of
metabolic and endocrine changes and activation of catabolic pathways that affects mostly fat
and skeletal muscle tissues in individual with CRC (88). Malnutrition and WL have a negative
impact on quality of life, postoperative complication, and overall CRS in individuals with
HNSCC (89-93). Although nutritional support and drug therapy cannot fully reverse the
reduced physical performance promoted by CRC (6), nutritional counseling, support, and
supplemental interventions intend to offer an effective management approach for CRC and
offer to individuals a better quality of life during and after antineoplastic therapeutical (94). It
was not showed an association between the location of the primary SCC along the UADTM
and the occurrence of CRC in individuals of this study. In this way, the influence of the site of
primary tumor on development of malnutrition, WL, and CRC might occur in a similar way.

According to findings from this study, individuals with HNSCC with low KPS scores (<
90) exhibited increased likelihood (OR = 5.51) to CRC compared to individuals with high KPS
score (100).

Normal aging can result in primary sarcopenia (48), a progressive and generalized
skeletal muscle disorder that is associated with increased likelihood of adverse outcomes
including falls, fractures, physical disability, and mortality as the individual ages (86, 95). The
causes of sarcopenia are multifactorial and can include genetic factors (96, 97), immobility
(98), endocrine dysfunction (99), chronic comorbidities (100), systemic inflammation (101),
insulin resistance (102), and nutritional deficiencies (protein intake, energy intake, and
vitamin D status) (103). Sarcopenia is also more prevalent in older individuals, whether they
are clinically normal or have some type of chronic comorbidity, such as cancer (104). A
combination of assessments related to muscle strength, muscle mass, and physical
performance is fundamental for diagnosis of sarcopenia. However, muscle strength
assessed by HGS represents the most important clinical finding for diagnosis of sarcopenia
in individuals with cancer (105). Currently, SDOC states that findings from several studies
have showed that low grip strength and low usual gait speed cutoffs are independent

predictive factors for frailty, falls, mobility limitation, bone fractures, and mortality in older
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individuals (106). Due to these findings, this working group has proposed that the definition
of sarcopenia might be supported by muscle strength and physical performance
assessments. In this present study, according to SDOC criteria, it was identified that 22.4%
of individuals with HNSCC exhibited sarcopenia.

Notably, individuals with cancer usually exhibits a low-grade, systemic chronic
inflammation due to participation of acute phase proteins, growth factors, chemokines, and
cytokines released from cancer cells or immune and resident cells of host (107).
Proinflammatory cytokines, such as IL-6, IL-13, and TNF-a are the main molecular triggers in
hepatocytes for CRC synthesis. Soon after, CRP is released in the circulatory system as an
acute-phase protein, which exerts potent pro-infammatory actions responsible for
amplification of inflammatory response (108). It has been showed that assessment of CRP
levels can reliably indicate a systemic proinflammatory response in individuals with different
types of solid malignant tumors (109). In these individual, high CRP levels have been
associated to late TNM tumor staging at diagnosis of cancer (110), poor quality of life (111),
prediction of sarcopenia and CRC (112-116), and a shorter cancer-related survival (CRS)
(117-120). Findings from HNSCC studies showed that individuals with high CRP levels
presented poor CRS (121).

In this study, it was identified that high CRP but not albumin levels, exhibited higher
association with CRC in individuals with HNSCC. However, neither CRP nor albumin levels
were kept in the final regression models. However, it was noted that individuals with HNSCC
with higher CAR were more likely (OR = 1.47) to present CRC. Hypoalbuminemia is a
prognostic marker of survival in the general population and in many pathological settings,
mainly due to malnutrition and inflammation (122).

CRP modulates signaling pathways are related to muscle wasting disorders that
occur on sarcopenia and CRC (123). It has been showed that CRP exerts a role in cancer-
induced muscle wasting, and consequently body WL, through direct and indirect effects
(124). The most widely recognized inflammatory-related triggers of muscle decline in

individuals with cancer are proinflammatory cytokines, such IL-6, IL-18 and TNF-a secreted
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from neutrophils and monocytes, the same cytokines that induce CRP expression in the
hepatocyte (125). CRP has been implicated in negative modulation of metabolism and
growth of Pax7" satellite cells, primary stem cells in adult skeletal muscle responsible for
postnatal muscle growth, hypertrophy, and regeneration (126). In muscle fiber of individual
with cancer, CRP, jointly with other proinflammatory cytokines, activates proteolytic signaling
pathways, such as STAT and NF-kB pathways activate the expression of E3 ligases from the
ubiquitin-proteasome pathway, which in turn participate in proteolysis (127). CRP also acts
on proteolysis in muscle fibers though the reduction of inhibition of the Akt phosphorylation
with downregulation of the AkKt/mTOR pathway (128). Stil, CRP seem to contribute to an
age-related decline in the muscle function by inhibiting protein synthesis (128). CAR
considers two critical factors could represent the systemic inflammation and nutritional status
of individual. In this way, a higher CAR simultaneously reflects higher systemic inflammatory
status and malnutrition in individual with cancer (129). CAR has been considered as a
reliable independent prognosis factor in many types of cancer (130-135). In studies with
individuals with HNSCC, CAR expression levels have been associated to lower overall
survival (136-138).

We should highlight some limitations in this study. Firstly, the casuistic of this present
study is not large and this aspect might have hampered some of the results, and, therefore, it
must be confirmed in a larger study population. Secondly, in to concern to assessment of
skeletal muscle mass of participants, it was performed the anthropometric measurement of
appendicular SMI. The main reasons are due to the lack of access to equipment for
assessing body composition which are considered the gold standard for assessing skeletal
muscle mass (CT and DEXA) due to high financial costs of these exams in private health
clinics and the frequent and relevant delay in carrying out these types of exams in the public
health service frequently caused by excessive demand. However, due to recognizing of
these limitations, SDOC has recommended the measurement of muscle strength and

performance as main criteria for sarcopenia diagnosis.
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CRC at diagnosis is associated with poor survival to individual with HNSCC (12, 121,
139, 140). The anthropometric, clinical, and biochemical parameters herein investigated are
readily obtained in outpatient and clinical settings and might be used to better stratify
individuals for therapeutical protocols and clinical trials. In conclusion, CRC is very prevalent
in individuals with  HNSCC. Older individuals with  HNSCC, with low anthropometric
measurements for MAC and FAI indicative of malnutrition, and with a higher CAR indicative

of sustemic inflammation are more likely to present CRC.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

TABLES

Table 1S. Evaluation of parameters for diagnosis and classification of cancer-related
cachexia (CRC) (Fearon et al., 2011) in individuals with Head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC).

. x N Anorexia/Reduced Abnormal
BW Loss BMI < 20 Sarcopenia Food Intake™" Biochemistry
Individual No Yes No Yes No Yes No Yes No Yes Diagnosis
(%) | (%) | (%) | (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
38,4 | 61,6 | 60,0 | 40,0 77,6 22,4 72,8 27,2 30,4 69,6
1 Yes No No No Yes CRC
2 No No No No No Non-CRC
3 Yes Yes No No No CRC
4 No No No Yes Yes Pre-CRC
5 Yes Yes No No Yes CRC
6 No No No No Yes Pre-CRC
7 No No No No Yes Non-CRC
8 Yes No No Yes Yes CRC
9 Yes No No Yes Yes CRC
10 Yes No No Yes Yes CRC
11 No No No No No Non-CRC
12 Yes No No Yes Yes CRC
13 Yes No Yes No Yes CRC
14 Yes No No Yes Yes CRC
15 No No Yes No Yes Pre-CRC
16 Yes No No Yes No CRC
17 Yes Yes No No No CRC
18 Yes No Yes No Yes CRC
19 Yes Yes Yes No Yes CRC
20 Yes Yes No Yes Yes CRC
21 No Yes No Yes Yes CRC
22 Yes Yes Yes No Yes CRC
23 No No No No Yes Non-CRC
24 No No No No No Non-CRC
25 No No No No Yes Non-CRC
26 No No No No Yes Non-CRC
27 No No No No Yes Non-CRC
28 Yes Yes Yes No Yes CRC
29 No Yes Yes Yes Yes CRC
30 No Yes No No Yes CRC
31 No No No No Yes Pre-CRC
32 Yes Yes Yes No Yes CRC
33 No No No No No Non-CRC
34 Yes No No No Yes CRC
35 Yes Yes No No Yes CRC
36 Yes No Yes No Yes CRC
37 Yes Yes Yes Yes Yes CRC
38 Yes Yes Yes No Yes CRC
39 No No No Yes Yes CRC
40 No No Yes Yes No Pre-CRC
41 No No No No No Non-CRC
42 Yes Yes Yes Yes Yes CRC
43 Yes Yes No No Yes CRC
44 Yes Yes No No Yes CRC
45 No No No No No Non-CRC
46 No No No No Yes Non-CRC
47 Yes No No No Yes CRC
48 No No No No Yes Non-CRC
49 Yes Yes No Yes Yes CRC
50 Yes Yes No Yes Yes CRC
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51 Yes Yes Yes Yes Yes CRC
52 Yes No No No Yes CRC
53 No Yes No No Yes CRC
54 No No No No Yes Non-CRC
55 Yes Yes Yes No No CRC
56 Yes No No Yes No CRC
57 Yes Yes Yes No Yes CRC
58 No No No Yes No Non-CRC
59 Yes Yes No Yes Yes CRC
60 No No No No No Non-CRC
61 No No No No Yes Non-CRC
62 No No No No No Non-CRC
63 No No No No Yes Pre-CRC
64 No No No No No Non-CRC
65 Yes No No No No CRC
66 Yes No Yes Yes Yes CRC
67 Yes Yes Yes No Yes CRC
68 Yes No Yes Yes Yes CRC
69 Yes Yes Yes No Yes CRC
70 Yes Yes No No No CRC
71 Yes No No No No CRC
72 Yes Yes No No Yes CRC
73 Yes Yes No No Yes CRC
74 No No No No Yes Pre-CRC
75 Yes Yes No No Yes CRC
76 Yes No No No Yes CRC
77 Yes Yes No Yes Yes CRC
78 No No No No No Non-CRC
79 Yes Yes No No Yes CRC
80 Yes Yes No No No CRC
81 Yes Yes No No Yes CRC
82 Yes No No No Yes CRC
83 No No No No Yes Pre-CRC
84 Yes No No No No CRC
85 Yes No No No No CRC
86 Yes No No Yes Yes CRC
87 No No No No No Non-CRC
88 No No No Yes No Pre-CRC
89 Yes No No No No CRC
90 Yes No No No Yes CRC
91 No No No No Yes Non-CRC
92 Yes No No No Yes CRC
93 Yes Yes No No Yes CRC
94 Yes Yes No Yes Yes CRC
95 No No No No Yes Non-CRC
96 No No Yes No Yes Non-CRC
97 Yes Yes No Yes Yes CRC
98 Yes No No No No CRC
99 Yes Yes No No Yes CRC
100 Yes Yes Yes Yes Yes CRC
101 No No No No No Non-CRC
102 Yes Yes No Yes Yes CRC
103 Yes No No No Yes CRC
104 No Yes Yes No Yes CRC
105 Yes Yes No No No CRC
106 No No No No No Non-CRC
107 Yes Yes Yes Yes Yes CRC
108 Yes No No No No CRC
109 Yes No No No Yes Pre-CRC
110 No No No No No Non-CRC
111 Yes No No No No CRC
112 Yes No No Yes Yes CRC
113 Yes Yes Yes Yes Yes CRC
114 No No No No No Non-CRC
115 No Yes No No Yes Pre-CRC
116 Yes No Yes No Yes CRC
117 Yes Yes No Yes Yes CRC
118 Yes Yes Yes No No CRC
119 No Yes No No Yes Non-CRC
120 Yes Yes No No No CRC
121 Yes No No No No CRC
122 No No No No Yes Non-CRC
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123 Yes Yes No Yes Yes CRC
124 No No Yes No No Non-CRC
125 No No No No Yes Pre-CRC

*BWL (Body weight loss) > 5% less than six months self-reported by individual. *BMI = body mass index was
established calculating Weight/height2 (Weigley, 1989). ***Sarcopenia was established using low handgrip
strength (HGS) and low muscle performance (4m-gait speed test) (Bhasin et al., 2020; Cawthon et al., 2020).
****Self-reported anorexia/reduced food intake. *****Systemic chronic inflammation was established with C-
reactive protein levels > 5,0 g/L. CRC = cancer-related cachexia (WL > 5% or IMC < 20 and WL > 2% or
sarcopenia and WL > 2% and reduced food intake and chronic systemic inflammation. Pre-CRC = individual
with HNSCC with WL < 5% and reduced food intake and chronic systemic inflammation (Fearon et al., 2011).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento da proposta desse estudo representou um grande desafio. A minha
entrada no Programa de Pds Graduacdo em Ciéncias da Saude (PPGCS/UNIMONTES),
aconteceu quando, em minha vida, eu estava num experienciar pessoal e profissionalmente,
que por ventura, coincidiu com a Pandemia da COVID-19. Transformado 0 meu caos criativo
e produtivo em um estado caoético. Mas com o tempo, fui compreendendo o “porque dos
porqués”, afinal eu estou na linha de pesquisa “Mecanismos e Aspectos Clinicos das
Doengas”.

As restrigcOes na acessibilidade e suspensdo das atividades foram as maiores barreiras
para conduzir o projeto, que tinha na metodologia, o imprescindivel método: avaliacdo fisica
dos pacientes com CCECP, nos centros de diagnostico oral e de tratamento oncologico na
cidade de Montes Claros-MG. Mas meu caos me permitiu criar caminhos alternativos, e
entdo, com esforgo e empenho, eu pude dar continuidade ao projeto e retornar as atividades
clinicas. O reencontro com os pacientes foi gratificante, mas, a felicidade estava em retomar o
estudo, cujo objetivo maior, é descobrir elementos, que possam contribuir para a
potencialidade da resposta terapéutica antineoplasica nos individuos com caquexia associada
ao cancer.

Hoje, ao finalizar, parcialmente, esse estudo, porque ainda ha muitos porqués a serem
respondidos, posso apresentar, com profunda emocéo, resultados significativos da existéncia
de previsores quanto a chance de se desenvolver a caquexia em pacientes com CCECP.
Evidenciar que aspectos clinicos como baixo desempenho fisico-funcional, presenca de
inflamagédo cronica sistémica e desnutricdo, associados ao processo de envelhecimento
aumentam as chances do individuo desenvolver o quadro caquético. Enquanto o aumento na
circunferéncia muscular e no percentual de gordura do brago reduzem essas chances.

Tais achados podem ser empregados de forma simples e objetiva na avaliagdo dos
pacientes por todos profissionais de saude, sendo ainda possivel difundir tais informacdes
para a comunidade e com isso, uma oportunidade de acompanhar de forma autbnoma seu
quadro clinico. A possiblidade de aplicar na pratica clinica os resultados, desse estudo,
estimula-me ainda mais a continuar nesse, e por esse, caminho, desenvolvendo estudos cada
vez mais robustos e criteriosos, a fim de encontrar “na caixa do arquivo de Mecanismos”
respostas que possam ser usadas pela populagéo e que promovam, de fato, melhoria na sua

qualidade de vida.
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APENDICES

Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido para participacdo dos individuos
controles e casos no presente estudo.

Termo de consentimento livre e esclarecido para participacdo dos individuos controles e
casos no presente estudo.

Titulo da pesquisa: Analise da expressao plasmatica de myomiRNAs em individuos
controles, com Lesbes cancerizdveis da mucosa bucal e com Carcinoma de
celulas escamosas de boca, ndo-caquéticos e caquéticos

Instituicdo promotora: Universidade Estadual de Montes Claros; Hospitais Dilson Godinho e
Nossa Senhora das Mercés/Santa Casa de Montes Claros.

Patrocinador: FAPEMIG/CAPES.

Coordenador: Dr. Alfredo Mauricio Batista de Paula
(Professor da Unimontes e Pesquisador CNPQ).

Atencdo: Antes de aceitar participar desta pesquisa, € importante que vocé leia e compreenda
as seguintes explicac¢des sobre todos os procedimentos propostos nos estudos desse projeto de
pesquisa. Esta declaracdo descreve sobre o objetivo, os procedimentos, os beneficios,
desconfortos e riscos dos estudos. Também descreve sobre seus direitos, inclusive o de sair
do estudo a qualquer momento que vocé queira. Nenhuma garantia ou promessa sera feita
sobre os resultados desse projeto.

Obijetivo:

O objetivo principal desse projeto de pesquisa € o de analisar uma série de moléculas que sdo
relacionadas com o surgimento e o desenvolvimento da perda de peso (caquexia) em pessoas
que apresentam doengas sistémicas crénicas, como ocorre na doenca renal crénica, doenga
cardiaca ou no cancer. Essas moléculas podem estar presentes no tumor/lesdo cancerizavel da
boca, no sangue, no musculo esquelético e no tecido adiposo dos individuos com essas
doencas. Portanto, a identificacdo e a quantificacdo dessas moléculas nesses tecidos
bioldgicos pode nos ajudar a entender melhor sobre a perda de peso involuntaria que
frequentemente ocorre associada a essas doencas.

Procedimentos:

Uma serie de informagBes gerais serd requisitada a vocé. Exames clinicos serdo realizados
para avaliar sua condicdo clinica, seu estado nutricional e seu desempenho fisico. Sera
realizada a coleta de uma pequena quantidade de sangue para a realiza¢cdo de um hemograma
completo. Logo apos, essa amostra de sangue sera também utilizada para investigacdo das
moléculas que estamos investigando nesse projeto. As amostras de tumor/lesdo cancerizavel,
do tecido adiposo e do tumor serdo coletadas quando vocé realizar o tratamento definitivo da
lesdo da boca, que ocorrera por procedimento de cirurgia.

Justificativa:
Se observarmos diferencas significativas na expressdo (producdo) dessas moléculas que
estamos investigando nos tecidos bioldgicos (tumor, sangue, tecido muscular e tecido
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adiposo) entre os individuos que apresentaram perda de peso e 0s que apresentaram perda de
peso poderemos criar estratégias para melhorar o tratamento e a qualidade de vida de muitos
individuos com doengas cronicas que sofrem perda de peso devido a caquexia.

Beneficios:

Além da relevancia cientifica do estudo e sua originalidade, os individuos que consentirem
em participar desse estudo poderdo beneficiar outros individuos que também estéo
sendo acometidos por essas e outras doencas metabdlicas e inflamatdrias cronicas
sisttmicas, que tem em comum a ocorréncia de perda de peso durante o desenvolvimento da
doenga.

Desconfortos e riscos:

Com relacéo a doagdo de sangue, haverd um minimo desconforto para vocé devido ao uso de
agulha. Contudo, o procedimento ndo apresentara nenhum risco adicional a vocé uma vez que
sera realizada com todo o aparato necessario para garantir os critérios de biosseguranca
necessarios. Esse exame serd feito por um enfermeiro ou biomédico experientes que fazem
parte do projeto de pesquisa. A coleta de um fragmento do tumor, do tecido adiposo e do
tecido muscular esquelético também ndo causara desconfortos ou riscos adicionais uma vez
que esses tecidos serdo coletados com o tratamento cirdrgico definitivo da doenca, que ocorre
com o individuo ja anestesiado e sedado. No que se refere a coleta de tumor (bidpsia), esse
procedimento ocorrerd no mesmo momento cirdrgico em que ocorrera a coleta e amostra
desse tecido para a realizacdo do diagnostico microscopico da lesdo. Esse procedimento é
essencial para a definicdo diagnéstico da lesdo que vocé apresenta. Esse procedimento de
bidpsia ocorrera sob assepsia e anestesia local. Os riscos envolvidos em ambas as coletas s&o
minimos uma vez que todo o material utilizado para coleta é estéril e descartavel.

Danos:
Nao havera ocorréncia de danos fisicos ou morais a vocé apos a realizacdo dos procedimentos
previstos nesse projeto de pesquisa.

Metodologia/procedimentos alternativos disponiveis:

Apos a coleta, o sangue serd enviado para analise laboratorial que ird medir a expressao de
varias moléculas relacionadas com a perda de peso (caquexia). Toda a avaliacdo clinica e
laboratorial (coleta de sangue) ocorrera apenas uma Unica vez, no momento de seu
atendimento na clinica odontoldgica. Os tecidos tumoral/lesdo cancerizavel da boca, musculo
e tecido adiposo serdo coletados no momento de sua cirurgia de tratamento definitivo da
doenca. Esses fragmentos serdo colocados em meio fixador para conservar esses tecidos em
ultrabaixa temperatura. Todos os materiais bioldgicos coletados de vocé serdo devidamente
armazenados até a realiza¢do dos procedimentos da pesquisa.

Confidencialidade das informagdes:
Todos os individuos terdo o direito de terem sua identificacdo assim como, todas as
informacdes de sua ficha clinica devidamente preservadas e mantidas em completo sigilo.

Compensacao/indenizagéo:

Embora ndo haja critérios estabelecidos para este fim, todos os seus direitos serdo
considerados. Ndo havera necessidade de vocé comparecer em outro local para a coleta do
material biologico, pois ela ocorrerd na mesma clinica odontologica para atendimento de
pacientes com doencas da boca (Clinica de Estomatologia da Unimontes), onde vocé foi
encaminhado para obter diagndstico e tratamento de sua doenca na boca, via Servico Unico
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de Saude (SUS). Dessa forma, ndo estdo previstos danos a vocé com a realizacdo desse
projeto de pesquisa. No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participacao na
pesquisa, havera ressarcimento na forma seguinte: mediante dep6sito em conta-corrente. De
igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha participacdo no estudo, serei
devidamente indenizado, conforme determina a lei.

Qutras informacdes pertinentes:

Os testes clinicos e laboratoriais a serem realizados, assim como outros exames
complementares, sdo completamente gratuitos, sendo cobertos, quando necessario, cobertos
pelo Sistema Unico de Satde (SUS) e pelos 6rgdos de financiamento a pesquisa cientifica.

Consentimento:
Li e entendi todas as informacgdes acima. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas ddvidas foram respondidas pelo entrevistador, de forma clara. Este formulério esta
sendo assinado voluntariamente por mim, indicando meu consentimento para participar nesta
pesquisa, até que eu decida o contrario. Confirmo ainda que recebi uma copia assinada deste
consentimento.

1

Nome do Participante Assinatura do Participante Data
1

Nome da Testemunha Assinatura da Testemunha Data
Dr. Alfredo M. B. De Paula I
Coordenador da Pesquisa Assinatura do Coordenador Data

ENDERECO DO PESQUISADOR:

Hospital Universitario Clemente de Faria.

Av. Cula Mangabeira, 562 - Santo Expedito - Montes Claros — Minas Gerais. CEP: 39401-
001.

TELEFONES: (38) 88366554; (38) 32248380; (38) 32248372
e-mail: ambpatologi@gmail.com


mailto:ambpatologi@gmail.com
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Apéndice B — Termo de consentimento livre e esclarecido para a doacdo de amostras
bioldgicas (células e tecidos) para um biobanco puablico e de sua utilizacdo em pesquisas

moleculares.

Termo de consentimento livre e esclarecido para a doacdo de amostras biologicas
(células e tecidos) para um biobanco publico e de sua utilizacdo em pesquisas
moleculares.

Esclarecimentos:

Este € um convite para a doagdo de material bioldgico (células e tecidos) proveniente de seu
corpo. Esse material biol6gico sera coletado de vocé ao final de seus exames clinicos, ap6s a
aplicacdo de todos os testes e questionarios.

Sua participacdo € voluntaria, o que significa que vocé pode aceitar ou ndo doar tecidos e
células e, que vocé aceite em doar, vocé podera mudar de ideia e desistir de participar do
projeto a qualquer momento, retirando seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum
prejuizo ou penalidade. Garantiremos sempre que todas as informacdes de obtidas de vocé
serdo mantidas de forma sigilosa. Seu nome ndo sera identificado em nossos estudos em
nenhum momento. Todos os seus dados de pesquisa serdo informatizados e as copias fisicas
serdo mantidas em local seguro no Laboratério de Pesquisa em Salde no Hospital
Universitario Clemente de Farias (HUCF), na Universidade Estadual de Montes Claros
(Unimontes). Os resultados obtidos a partir da investigacdo de suas amostras bioldgicas seréo
expostos de forma a ndo ser possivel identificar vocé ou qualquer outro participante da
pesquisa.

Nos estamos convidando vocé para doar parte do seu:
() sangue periférico

( ) tecido muscular

( ) tecido adiposo

( ) tumor ou lesdo cancerizavel da mucosa bucal

Seu sangue doado sera destinado para realizacdo de um exame de diagnostico de rotina
(hemograma completo). A parte excedente desse sangue sera utilizada para criar um biobanco
(banco de tecidos e células) que serdo destinadas para a realizacdo de pesquisas moleculares,
sem fins lucrativos. Caso vocé decida aceitar doar suas células/tecidos é importante lhe
esclarecer que a coleta do material havera um minimo desconforto para vocé devido ao uso de
agulha para a coleta de sangue. Contudo, o procedimento ndo apresentara nenhum risco
adicional uma vez que seré realizada com todo o aparato necessario para garantir os critérios
de biosseguranca necessarios. Esse exame sera feito por um enfermeiro ou biomédico
experientes que fazem parte do projeto de pesquisa.

No caso da doacdo de tecido muscular e adiposo, isso somente ocorrera se vocé estiver sendo
submetido a algum procedimento cirdrgico maior, no qual ocorre inevitavelmente a excisao
(corte) de tecidos muscular e adiposo para se ter acesso a regido especifica da lesdo que esta
sendo operada. Durante a cirurgia, havera a remocdo de um pequeno fragmento de tecido
muscular e adiposo, de no maximo 1 (um) centimetro de diametro, que ndo lhe trara nenhum
desconforto ou prejuizo da forma e da fungdo do seu corpo. A coleta desse tecido serd feita
pelo préprio médico cirurgido que esta operando vocé no momento de sua cirurgia. Nao
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havera, portanto, a necessidade do profissional cirurgido de realizar novas cirurgias para
realizar essa coleta. Nao havera desconforto pra vocé durante a coleta dos tecidos uma vez
que vocé ja vai se encontrar devidamente anestesiado para a realizacdo de sua cirurgia
principal.

No caso da doagdo de um fragmento do tumor ou da lesdo cancerizdvel da mucosa bucal,
durante a sua cirurgia para remocao dessa lesdo havera a remoc¢édo de um pequeno fragmento
desse tumor, de no maximo 1 (um) centimetro de diametro. A coleta desse tecido sera feita
pelo proprio médico cirurgido que esta operando vocé no momento de sua cirurgia. Nao
haverd, portanto, a necessidade do profissional cirurgido realizar novas cirurgias para realizar
essa coleta. N&o havera desconforto pra vocé durante a coleta dos tecidos uma vez que vocé
ja vai se encontrar devidamente anestesiado para a realizagdo de sua cirurgia principal. Ainda,
esse fragmento que sera retirado de seu tumor vai ser coletado somente apos o cirurgido que
Ihe operou retirar cirurgicamente todo o tumor de onde ele esta localizado em seu corpo.

No caso da doagdo da lesdo cancerizivel e do tumor de boca, isso ocorrera quando vocé for
submetido ao procedimento de biopsia da lesdo da boca com motivo de diagnostico da
doenca. Durante esses procedimentos cirlrgicos ocorrera a excisdo de pequeno fragmento da
lesdo, de no maximo 1 (um) centimetro de didmetro. A coleta desse tecido sera feita pelo
préprio cirurgido-dentista ou pelo médico cirurgido de cabeca e pescoco que estard operando
vocé. Nao havera a necessidade de novas intervengfes cirdrgicas para realizar essa coleta.
N&o haverd desconforto pra vocé durante a coleta uma vez que vocé ja vai se encontrar
devidamente anestesiado para a realizacdo de sua cirurgia para fins de diagnostico ou de
tratamento.

A coleta dos materiais biologicos doados obedece a documentos legais do Conselho Nacional
de Saude-Brasil. O biobanco onde sera arquivado o seu material doado esta sob a
responsabilidade juridica da Unimontes e encontra-se localizado no HUCF/Unimontes.

Vocé terd direito ao acesso, a qualquer momento, aos resultados obtidos a partir da utilizacéo
do seu material biolégico. Para isso, vocé devera entrar em contato com os coordenadores do
biobanco ou outros membros de sua equipe através do endereco ou telefone de contato que
estdo no final desse documento, informando o codigo de cadastro de doacdo de amostras
bioldgicas que vocé recebeu no ato da doacao.

O seu numero de cadastro é:

Estou de acordo com minha participa¢do nos projetos de pesquisa “ Anélise da expressao
plasmatica de myomiRNAs em individuos controles, com lesdes cancerizaveis da
mucosa bucal e com Carcinoma de células escamosas de boca, ndo-caquéticos e
caqueticos” através da doacdo de material biologico proveniente de meu exame clinico. Fui
devidamente esclarecido(a) quanto aos objetivos do projeto de pesquisa e da doacgdo de
material bioldgico para um biobanco de amostras biologicas criopreservadas. Fui
esclarecido(a) quanto aos procedimentos aos quais serei submetido e dos possiveis riscos que
possam advir de tal participacdo. Foram a mim garantidos(as) esclarecimentos que posso Vir a
solicitar durante o decorrer da pesquisa e o direito de desistir da minha participacdo a
qualquer momento, sendo que minha desisténcia ndo implicard em qualquer prejuizo a minha
pessoa ou minha familia. A minha participacdo ndo implicara em custos ou prejuizos
adicionais, sejam eles carater econémico, social, psicolégico ou moral. Finalmente, autorizo a
publicacdo dos dados moleculares obtidas a partir das minhas amostras bioldgicas desde que
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me garantam 0 anonimato e o sigilo dos dados referentes a minha identificacao.

Com relacdo a utilizacdo e reutilizacdo do seu material bioldgico (células/tecidos) para a
realizacdo de pesquisas cientificas moleculares pelos pesquisadores vinculados ao Biobanco
da UNIMONTES (BMBNMG), eu afirmo que:

() SIM. Eu autorizo a utilizacdo e a reutilizacdo do meu material biol6gico (sangue) nas
pesquisas epidemioldgicas e moleculares coordenadas pelos pesquisadores vinculados ao
Biobanco da UNIMONTES (BMBNMG). Ainda, eu NAO preciso ser consultado(a) quanto a
reutilizacdo do meu material biologico em futuras pesquisas moleculares pelos pesquisadores
vinculados nesse projeto de pesquisa, desde que a nova pesquisa seja aprovada por um Comité
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos.

( ) NAO. Eu n3o autorizo a utilizacio e a reutilizagdo do meu material biol6gico (sangue)
nas pesquisas epidemioldgicas e moleculares coordenadas pelos pesquisadores vinculados ao
Biobanco da UNIMONTES (BMBNMG). Assim, eu notifico que meu material biolégico
NAO podera ser utilizado para atividades de pesquisas e devera ser devidamente
DESCARTADO (especificar forma de descarte):

Em caso de o6bito ou alguma outra condi¢cdo que me incapacite a dar o consentimento para
utilizacdo e/ou reutilizacdo de minhas amostras bioldgicas e os dados obtidos a partir de suas
analises em outros estudos em salde, autorizo:

(especificar nome da pessoa) a consentir quanto a utilizacdo/reutilizacdo de meu material
bioldgico armazenado.

1
Nome do Doador Participante Assinatura do Doador Participante Data
- — - — /1
Nome Responsével Técnico pela Coleta| Responsavel Técnico pela Coleta do " Data_
. P . . ata
do Material Biologico Material Biologico
Dr. Alfredo M. B. De Paula s 75 Coorderad _éﬁ;_
Coordenador da Pesquisa ssinatura do Coordenador

Vocé ficard com uma cdpia deste Termo de Doacdo de Células e Tecidos e toda a davida que
voce tiver a respeito desta pesquisa, vocé podera entrar em contato diretamente com um dos
membros do biobanco através do endereco ou telefone apresentado acima.

Biobanco de Materiais Bioldgicos do Norte de Minas Gerais (BMBNMG)

Laboratorio de Pesquisa em Saude - Hospital Universitario Clemente Faria — Unimontes. Av.
Cula Mangabeira, 562 - Bairro Santo Expedito.

Montes Claros, Minas Gerais

CEP: 39401-001

Telefone: (38) 3224-8327

Home-page: www.ppgcs.unimontes.br

Se ainda houver alguma davida sobre as questfes éticas que envolvem essa doacdo de
amostras bioldgicas, sugerimos que vocé entre em contato com o Comité de Etica em


http://www.ppgcs.unimontes.br/
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Pesquisa da Unimontes (CEP-Unimontes) ou com o préprio Coordenador dessa pesquisa,

através dos contatos abaixo registrados:

Comité de Etica em Pesquisa - Unimontes

Campus Universitario Professor Darcy Ribeiro. Bairro Vila Mauricéia.
Montes Claros, Minas Gerais.

Caixa Postal 126

CEP 39401-089

Fone: (38) 3229-8000

Home-page: www.unimontes.br

Endereco Profissional do Coordenador da Pesquisa:
Hospital Universitario Clemente de Faria.

Av. Cula Mangabeira, 562 - Santo Expedito - Montes Claros — Minas Gerais.

CEP: 39401-001.
Telefones: (38) 88366554 (38) 32248380; (38) 32248372
e-mail: ambpatologi@gmail.com



http://www.unimontes.br/
mailto:ambpatologi@gmail.com
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ANEXOS

Anexo A — Aprovacao no comité de ética

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
MONTES CLAROS - {W"‘“
UNIMONTES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: ANALISE DA EXPRESSAO PLASMATICA DE MyomiRNAS EM INDIVIDUOS
CONTROLES, COM LESOES CANCERIZAVEIS DA MUCOSA BUCAL E COM

CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE BOCA, NAO-CAQUETICOS E
CAQUETICOS.

Pesquisador: Alfredo Mauricio Batista de Paula

Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
&tica por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 09006719.1.0000.2146

Instituigdo Proponente: Universidade Estadual de Montes Claros - UNIMONTES
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.217.306

3 Informe o E-mail ﬂ Informe a Senha

Esqueceu a senha?

Vocé estd em: Publico = Confirmar Aprovacdo pelo CAAE ou Parecer

CONFIRMAR APROVAGAQ PELO CAAE OU PARECER

Informe o nimero do CAAE ou do Parecer

Nimero do CAAE: Numero do Parecer:
09006719.1.0000.5145 | | Pesquisar
Esta consulta retorna somente pareceres apiovados. Caso nao apresente nenhum resultado, o ndmers do parecer informacda néo & valido ou ndo camasponds & um perecer
apravado
DETALHAMENTO

Titulo do Projeto de Pesquisa:

|ANﬁ.LISE DA EXPRESSAQ PLASMATICA DE MyomiRNAS EM INDIVIDUOS CONTROLES, COM LESOES y,
Nimero do CAAE: Namero do Parecer:

[09006719.1.0000.5146 | 4891688 \
Quem Assinou o Parecer: Pesquisador Responsavel:

[SIMONE DE MELO COSTA | [Alfredo Mauricio Batista de Paula |

Data Inicio do Cronograma: Data Fim do Cronograma: ~ Contato Piblico:
[18/02/2013 | 3111272021 | [Afiredo Mauricio Balista de Paula |




Anexo B - Formulario de coleta de dados

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MONTES CLAROS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
——————— NUCLEO DE PESQUISAS EPIDEMIOLOGICAS E MOLECULARES CATRUMANO

PROJETO CRC/HNSCC/POTENTIALLY MALIGNANT ORAL LESIONS
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Responsavel pela coleta dos dados R S/
Paciente: RG

Data de Nascimento: Sexo ( )F ( )M

Endereco:

Nome da mae: CSUS:

Telefone: Matricula/Prontuario:

Local da coleta dos dados: ( ) Clinica de Estomatologia/Unimontes ( ) HDG

Lesdo: ( )HNSCC ( )Outro tipo de cancer ( ) Lesdo cancerizavel

Local da lesdo Data do diagnostico

TNM: T N M Estadiamento: ( )I ( )Il ( Yl ( ) IV

Comorbidades ( ) Nao ( ) Sim Quais?

Doencas pregressas ( ) Ndo ( ) Sim Quais?

Uso de Medicamentos ( ) N&o ( ) Sim Quais?

Uso de Sonda ( ) ndo ( )sim, tempo: Traqueostomia ( ) Ndo ( ) Sim, tempo:

Dados sobre TABAGISMO Dados Sobre ETILISMO

Paciente tabagista. ( ) sim ( ) ndo ( ) ex-fumante Paciente Etilista ( ) Sim ( ) ndo ( ) ex-etilista
Dados Antropomeétricos:

Peso usual (kg) Peso atual (kg): Altura (m):

Forca de Preensao Manual do Brago mais Forte: (kgf): ( )Direito ( )Esquerdo

Circunferéncia Central do Brago mais Forte (cm):
Prega Cutanea Tricipital Brago mais Forte (mm)
Perimetro da Panturrilha (cm)
Porcentagem Massa Gorda Porcentagem massa muscular,

Dados Clinicos:
Auto-relato da perda de peso nos uitimos trés (3) meses: ( )ndo ( )sim
Quanto de peso aproximadamente perdeu aproximadamente: (kg)
Ocorréncia de anorexia nos Ultimos trés (3) meses: ( )ndo ( )sim
Ocorréncia de disfagia nos ultimos trés (3) meses: ( )ndo ( )sim
QOcorréncia de Fadiga nos ultimos trés (3) meses: ( )ndao ( )sim
Ocorrénciade Dor: ( )ndo ( )sim (0a10) Local:

Desempenho Fisico de Karnofsky:
) 100% - paciente normal, sem queixas, sem sinais de doenca

) 90% - paciente capaz de atividade normal, poucos sinais ou sintomas de doenca

) 80% - paciente atividade normal com alguma dificuldade, alguns sinais e sintomas

) 70% - paciente capaz de cuidar de si proprio, incapaz de atividade normal ou trabalho

) 60% - paciente necessidade de alguma ajuda, capaz de cuidar da maioria das necessidades proprias
) 50% - paciente frequentemente necessita de ajuda, necessita de aten¢do médica frequente

) 40% - paciente incapaz, necessita de cuidado especial e ajuda

) 30% - paciente gravemente incapaz, admissdo hospitalar indicada mas sem risco de morte

) 20% - paciente muito doente, necessidade de admissao imediata e medidas de suporte ou tratamento
) 10% - paciente moribundo, rapida progressdo para doenca fatal

) 0% - morte.

S~ . . . — —. o~

Desempenho Fisico Escala ECOG:
( )0 - paciente assintomatico, completamente ativo. Capaz de realizar sem restricdes todas as atividades fisicas que ocorriam

antes da doenca.

( )1 - paciente sintomatico, com restricGes para a realizacdo de atividades fisicas extenuantes, porém capazes de realizar
trabalhos de natureza leve.

( )2 - paciente sintomatico, em atendimento ambulatorial, capaz de realizar todo auto-cuidado, mas incapaz de realizar
qualquer tipo de trabalho. Acima de 50% de horas diarias de vigilia.

( )3 - paciente sintomatico, com capacidade limitada de auto-cuidado, confinado a cama ou cadeira por mais de 50% das
horas de vigilia.

( )4 - paciente sinftomatico, completamente incapaz de realizar qualquer autocuidado. Totaimente confinado a@ cama ou
cadeira.

()5 —morte

Assinatura: / /
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ATENCAO! Percepgio clinica da severidade do quadro caquético

(normal / assintomatico) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (caquexia evidente / terminal)

DESEMPENHO FiSICO

NAQ | POUCO | MODERADO MUITO

1. Wocé notou alguma diminuicdo especifica das atividades fisicas (ou
seja, no trabalho, em casa, no lazer eic.) que vocé realiza
nomalmente durante o dia?

2. Vocé tem qualquer dificuldade quando faz grandes esforcos, por
exemplo, carregar uma bolsa de compras pesada ou uma mala?

3. Vocé notou alguma perda de forga de preensdo manual?

B

Vocé teve que se esforcar mais para subir escadas?

5. Vocé se sentiu cansado depois de caminhar aproximadamente meio
quildmetro?

Tempo para executar o TESTE DE MARCHA (seg):

ANOQREXIA (ANQ) - (SIMPLIFIED NUTRITION ASSESSMENT QUESTIONNAIRE (SNAQ)

1. Meu apetite esta: a) Muito Ruim
b) Ruim
¢) Moderado
d) Bom
€) Muito bom

2. Quando eu como: a) Sinto-me satisfeito apos comer poucas garfadas/colheradas

b) Sinto-me satisfeito apds comer aproximadamente 1/3 da refeicdo
c) Sinto-me satisfeito apds comer mais da metade da refeicdio

d) Sinto-me satisfeito apds comer a maior parte da refeicdo

e) Dificilmente sinto-me satisfeito

3. O sabor da comida parece: a) Muito Ruim
b}  Ruim
c) Moderado
d) Bom
g) Muito bom
4. Nomalmente eu como: a) Menos de uma refei¢do por dia

b) Uma refeicdo por dia

¢) Duas refeicdes por dia

d) Trés refeicdes por dia

€) Mais de trés refeicdes por dia

EXAMES LABORATQRIAIS - INFLAMAGAO — COMPROMETIMENTO METABOLICO - IMUNUSSUPRESSAQ

PCR: IL6:

Albumina: Lactato:
Pré-Albumina: Triglicerideos:
Hemoglobina: Ureia:

Leucdcitos totais: HOMA index:
ROX: Teste Int. Glicose:

Assinatura: { !
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QUESTIONARIO DE QUALIDADE DE VIDA (EORTC QLQ-C30) - (VERSAQ 3.0)

Questao: Durante a ultima semana:

Nao

Pouco

Moderado

Muito

1. Vocé tem que ficar numa cama ou na cadeira durante o dia?

2 Vocé precisa de ajuda para se alimentar, se vestir, se lavar ou usar o
banheiro?

o] | %]

(2] L)

o | e

3. Tem sido dificil fazer as atividades diarias?

4. Tem sido dificil ter atividades de divertimento e lazer?

5. Vocé teve falta de ar?

6. Vocé tem dor?

7. Vocé precisou repousar?

&. Vocé tem tido problemas para domir?

9. Vocé tem se senfido fraco/a?

10. Vocé tem se sentido enjoado/a?

11. Vocé tem vomitado?

12. Vocé tem tido prisdo de ventre?

13. Vocé tem tido diarreia?

14. A dor interferiu em suas afividades?

15. Vocé tem tido dificuldade para se concentrar em coisas, coma ler jomal
ou ver televisdo?

JECRY RN QU PN [ N PN U RN RN N P

P2 |3 [ 2] B2 | P | 2] B2 [ P3| D B2 P [ B3| B2

| | [l | ] ) | 3| a0 (DD | D) L3 | L3

o | | | o f | ] | [ | | |

16. Vocé se senfiu nervoso/a?

17. Vocé esteve preocupado/a?

18. Vocé se senfiu imitado/a faciimente?

19. Voce se sentiu deprimido/a?

20. Vocé tem tido dificuldade para se lembrar das coisas?

21. A sua condigdo fisica ou o tratamento médico tem interferido em sua
vida familiar?

alalala|l—=| =

P2 B3 [ B2 B2 [ | B2

|0 | Do | e | ]

o | | | | |

22. A sua condicdo fisica ou o tratamento medico tem interferido em suas
atividades sociais?

k2

23. A sua condicdo fisica ou o tratamento medico tem Ihe trazido
dificuldades financeiras?

Durante a dltima semana:

EXCELENTE

BOA

RUIM

MUITO RUIM

24 Como vocé classificaria a sua saude em geral durante a ultima
semana?

25. Como vocé classificaria a sua qualidade de vida em geral durante a
ultima semana?

DADOS DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS COLHIDAS:

) Sangue- Tubo EDTA
) Sangue - Tubo GEL

) Tecido Muscular

) Tecido Adiposo Branco
} Tecido Adiposo Marrom
) Lesdo Cancerizavel

)

P ——————

PENDENCIAS:

Assinatura:




Anexo C — Comprovante de submisséo do artigo para a revista Nutrition and Cancer
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Taylor & Francis Group
Dear Alfredo de Paula,
Thank you for your submission.
Submission ID 227154123
Older age, malnutritional status, poor physical performance status, and high
Manuscript Title C-reactive protein/albumin ratio is associated with cancer-related cachexia in

individuals with Head and neck squamous cell carcinoma

Journal Mutrition and Cancer

You can check the progress of your submission, and make any requested revisions, on the Author Portal.

Thank you for submitting your work to our journal.
If you have any queries, please get in touch with HNUC-peerreview@journals.tandf.co.uk.

Kind Regards,
Nutrition and Cancer Editorial Office



