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RESUMO

Introducdo: Pacientes com cancer de cabecga e pescogo (CCP) apresentam maior risco de
desenvolver transtornos mentais, incluindo sintomas de estresse pos-traumatico (SEPT). Esse
risco pode estar associado com fatores ambientais, como adversidades na infancia (ACEs), e
fatores bioldgicos e genéticos. A pandemia de COVID-19 impactou 0s servicos de salde,
afetando a sobrevida dos pacientes com CCP. Nossa pesquisa avaliou os SEPT em pacientes
com CCP antes e durante a pandemia de COVID-19. Avaliamos as associagdes entre os SEPT
e caracteristicas sociodemograficas, psicoldgicas, bem como variantes de nucleotideo Unico
(SNVs) em genes relacionados ao eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (CRHR1 rs110402,
FKBP5 rs1360780 e NR3C1 rs41423247), citocinas inflamatérias (IL1B rs16944 e IL6
rs1800795), e sintese de serotonina (TPH1 rs1800532 e HTR1A rs6295). Também avaliamos
os fatores mediadores entre as ACEs e os fatores genéticos nos SEPT. Métodos: Avaliamos
155 pacientes com CCP, divididos em grupos pre-pandemia (n= 76) e pandemia (n= 79). As
ACEs foram avaliadas por meio de perguntas especificas sobre abusos fisicos, sexuais,
emocionais e disfuncdes ambientais. Utilizamos o SEPT Checklist (Civilian Version) para
avaliar os SEPT. Os genotipos das SNVs foram identificados pela RT-PCR. Os testes de Mann-
Whitney e regressdo linear foram utilizadas para comparar a diferenca entre os grupos. A
analise de mediacdo foi realizada com o script PROCESS. Resultados: Apo6s a analise
multivariada, no grupo total, pacientes do grupo pré-pandemia (B: 4,21, p= 0,02), com renda
mensal abaixo de um salario-minimo (B: 4.83, p= 0,01), historico de depressao (B: 8,27, p=
0,003) ¢ ACEs (B: 5,83, p= 0,008) apresentaram maiores niveis de SEPT. Para o grupo pré-
pandemia, pacientes mais jovens (B: 6,62, p= 0,02) e com ACEs (B: 10,02, p= 0,001)
apresentaram maiores niveis de SEPT. Para o grupo pandemia, pacientes com historico de
depressao (B: 11,42, p= 0,001), com impacto negativo na experiéncia do cancer devido a
pandemia (B: 6,61, p=0,007) e em tratamento paliativo (B: 6,53, p= 0,02) apresentaram maiores
niveis de SEPT. Na analise de mediacdo, os pacientes com historico de abusos fisico e
emocional tiveram um impacto direto nos maiores niveis de SEPT (p= 0,01). Pacientes com o
gendtipo FKBP5 CC (rs1360780, C>T) mediaram a associacdo entre ACEs e SEPT em 29%
(p= 0,03). Conclusdo: Observamos SEPT em pacientes com CCP antes e durante a pandemia
de COVID-19. Fatores sociodemograficas e psicoldgicos influenciaram esses sintomas. Além
disso, a relacdo entre o abuso na infancia e maiores niveis de SEPT foi mediada pela SNV
FKBP5 rs1360780.

Palavras-chave: estresse pos-traumatico, cancer de cabega e pescoco, interagdo gene-ambiente



Abstract

Background: Patients with head and neck cancer (HNC) are at a higher risk of developing
mental disorders, including post-traumatic stress symptoms (PTSS). This risk may be
influenced by environmental factors, such as adverse childhood experiences (ACEs), as well
as biological and genetic factors. The COVID-19 pandemic has impacted cancer services,
potentially affecting patient’s mental health and survival. Our study aimed to evaluate PTSS in
HNC patients before and during the COVID-19 pandemic. We also assessed the associations
between PTSS and demographic and psychological characteristics and the following single
nucleotide variants (SNVs) on genes related to the HPA-axis (CRHR1 rs110402, FKBP5
rs1360780, and NR3C1 rs41423247), inflammatory cytokines (IL1B rs16944 and IL6
rs1800795), and serotonin synthesis (TPH1 rs1800532 and HTR1A rs6295). In addition, we
sought to understand the potential mediating factors of ACEs and genetic factors on PTSS.
Methods: 155 HNC patients were recruited for this study and categorized into pre-pandemic
(n=76) and pandemic (n=79) groups. ACEs were measured by related questions on physical,
sexual, and emotional abuse and household dysfunction. PTSS was evaluated using the PTSS
Checklist (civilian version). The studied SNV genotypes of patients in the pre-pandemic group
were identified by RT-PCR. The Mann-Whitney test and linear multivariate regression were
used to compare differences between groups. The mediation analysis was conducted using the
PROCESS script. Results: After multivariate analysis, for the total group, patients in the pre-
pandemic group (B: 4.21, p=0.02), with lower income (B: 4.83, p=0.01), history of depression
(B: 8.27, p=0.003), and cumulative ACEs (f: 5.83, p=0.008) showed higher PTSS scores. For
the pre- pandemic group, patients with younger age (B: 6.62, p= 0.02) and with cumulative
ACEs (B: 10.02, p=0.001) showed higher PTSS scores. For the pandemic group, patients with
history of depression (B: 11.42, p= 0.001), with a negative impact on the cancer experience due
to the pandemic (B: 6.61, p=0.007), and in palliative treatment (B: 6.53, p=0.02) showed higher
PTSS scores. In the pre-pandemic group, for the mediation analysis, childhood abuse (physical
and emotional) directly impacted PTSS scores of patients (p= 0.01). Moreover, having CC
genotype for the FKBP5 gene (rs1360780, C>T) mediated this association by about 29% (p=
0.03). Conclusion: We observed PTSS in HNC patients before and during the COVID-19
pandemic. Sociodemographic and psychological factors influenced these symptoms.
Additionally, the association between childhood abuse and higher levels of PTSS was mediated
by SNV FKBP5 rs1360780.

Keywords: stress disorders, post traumatic, head and neck neoplasms, genotype-environment

interaction
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INTRODUCAO
Considerac0es gerais

O termo carcinoma de células escamosas (CCE) de cabeca e pescoco (CP) é utilizado
para descrever tumores do tipo histoldgico identificados na cavidade oral, faringe, laringe, fossa
nasal e seios paranasais (1). A ocorréncia aproximada é de 44% para CCE de cavidade oral,
25% para CCE de faringe e 31% para CCE de laringe (1).

O CCECP representa um grave problema de saide no mundo, sendo 0 sexto tipo mais
comum de cancer (1). Cerca de 890 mil novos casos do tumor sdo identificados a cada ano em
todo o mundo (2) e dois tercos deles apresentam a doenca em estagios avancados (1). Além
disso, séo registradas aproximadamente 450 mil mortes ao ano decorrentes do CCECP (2).

Estimam-se, para o Brasil, no triénio 2023 a 2025, 15.100 casos novos de CCE de
cavidade oral e 7.790 de CCE de laringe (3). Tais valores correspondem a um risco estimado
para CCE de cavidade oral de 10,30 novos casos a cada 100 mil homens e 3,83 para cada 100
mil mulheres, e o risco para CCE de laringe de 6,21 casos novos a cada 100 mil homens e 1,09
casos a cada 100 mil mulheres (3).

Os valores cumulativos globais estimados para os anos de 2018 a 2030 no mundo em
acOes para pacientes com CCECP em tratamento e cirurgias é cerca de dois trilhdes e meio de
reais (4). No Brasil, de 2008 a 2016, foram gastos um bilhdo de reais em tratamentos e cirurgias
para pacientes com CCECP no Sistema Unico de Saude (SUS) (5), nos quais cerca de 75% dos
pacientes eram homens acima dos 50 anos (5), e 0os maiores gastos foram associados a
quimioterapia (QT) e radioterapia (RT) para tumores nas regides de lingua e orofaringe (5). Em
comparagdo com outros tipos de cancer, 0 CCECP apresenta o custo mais baixo para tratamento
baseado em QT com cisplatina (CDDP) e RT (6). Foi observado que cerca de 70% da populacao
brasileira faz uso dos servi¢os em salde do SUS (5). Desta forma, uma compreensdo global
sobre o impacto econdmico, psicossocial e fisico dos pacientes atendidos em centros de saude

publicos se faz necessario.

Fatores predisponentes

Os fatores principais associados a origem do CCECP sdo o tabagismo e o etilismo
crénicos (1). O consumo de alcool e tabaco, atuando em conjunto, aumentam o risco de
desenvolvimento de CCECP quando comparados aos individuos que nao referem tais habitos
(1). O benzopireno do tabaco e o acetaldeido do metabolismo do &lcool determinam mutagdes

em células do epitélio e, por consequéncia, o desenvolvimento do tumor (1).
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Um fator envolvido na origem do CCECP, principalmente no CCE de orofaringe, é a
presenca do papilomavirus humano (HPV), que é encontrado em cerca de 60% desses pacientes,
e parece constituir um fator prognostico favoravel aos seus portadores (7). A insercao do acido
desoxirribonucleico (DNA) viral no DNA das células epiteliais determina a inativacdo das
proteinas supressoras de tumor p53 e retinoblastoma e, possivelmente, o surgimento do tumor
(8).

Além disso, vale mencionar que a infecgdo pelo virus Epstein-Barr, ma higiene oral,
presenca de lesdo pré-maligna, exposicao ocupacional a radiacdo, ma alimentacdo, depressao
imunoldgica e os eventos genéticos tém sido associados com a ocorréncia do CCECP (8).

Aspectos clinicos e do tumor

As queixas fisicas mais frequentes reveladas por pacientes com o CCECP sdo a
odinofagia, a disfagia, 0 aumento de volume na regiéo, a dificuldade na ingestéo de alimentos,
a dor e o sangramento local (1).

A média de idade de apresentacdo da doenca é de 64 anos e em sua maioria, 0s pacientes
sdo homens (1). O planejamento terapéutico e do prognostico do CCECP baseiam-se
principalmente em parametros clinicos, radiologicos e histopatologicos (9) e no sistema de
estagiamento TNM de acordo com os critérios definidos pelo Comité Americano de Cancer
(20). O sistema TNM considera o tamanho do tumor (T), a presenca de metastase em linfonodos
cervicais (N) e de metastase a distancia (M) (10). E bastante aceito que a presenca de metéstase

em linfonodos cervicais é o principal fator prognostico adverso independente (11).

Terapéutica

O tratamento dos pacientes com CCECP tem como principal objetivo a cura com a
maxima preservacdo de estruturas anatbmicas e suas respectivas funcdes (1). No caso de
tumores em estagio inicial, o tratamento fundamenta-se na RT ou cirurgia (1). Entretanto, a
maioria dos pacientes apresenta ao diagndstico um tumor de estdgio avancado, sendo
preconizada a terapéutica multimodal, com RT, QT e cirurgia (12).

O indice de sobrevivéncia em cinco anos permanece inalterado nos ultimos 40 anos,
mesmo com abordagens de tratamento agressivas e multidisciplinares, apenas 40 a 50% dos
pacientes atingem tal indice (13). Além disso, para pacientes com CCECP em estagio avancado,

o tratamento paliativo exclusivo é indicado (12).
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O tratamento de cuidados paliativos é uma abordagem multiprofissional que pode ter
inicio em qualquer etapa do diagndstico ou tratamento (14, 15), com o objetivo de manter a
qualidade de vida (QdV) de pacientes e seus familiares (16). As intervencGes em cuidados
paliativos para pacientes com CCECP incluem cirurgia, QT e RT paliativa e terapias
farmacoldgicas com foco em melhorar a nutri¢do, a respiracdo, o controle da dor e 0 manejo de
sintomas do CCECP (16). Seus maiores desafios abrangem a necessidade de informacoes claras
sobre 0 objetivo dos cuidados paliativos que colaboram nas escolhas de intervencGes pelos
pacientes e familiares (17), integracdo entre a equipe de satde com o plano terapéutico e o foco
em encaminhamentos apropriados (17).

Pandemia de COVID-19

Além das imposicOes fisicas, psicologicas e sociais sofridas pelos pacientes com
CCECP (18), em 2020 se deu inicio uma pandemia a nivel global devido ao coronavirus SARS-
COV-2, que causa infecgdo respiratoria aguda com alta transmissibilidade denominada de novo
coronavirus (COVID-19) (19). A pandemia de COVID-19 impactou o0s servi¢cos de satide em
cancer por todo mundo (20), resultando em reducdo no diagnostico, tratamento e programas de
prevencdo ao cancer devido as restricGes de isolamento social (20) potencialmente afetando
também a sobrevida dos pacientes com CCECP (21).

No Brasil, até o momento, foram relatados que 38.303.320 pessoas haviam sido
diagnosticadas com COVID-19, com uma letalidade que variou nos diversos estados do pais de
2,51% a 6,64% (22). o que levou muitos servigos de saude préximos ao limite na capacidade
de atendimento (23). O Brasil se juntou ao COVAX Facility, um grupo liderado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que tinha como objetivo o acesso igualitario a vacinas
contra COVID-19 para todos os paises (24), e assim que a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) aprovou o uso de vacinas contra COVID-19 no Brasil. O programa
nacional de vacinacdo foi iniciado em janeiro de 2021, sendo aplicado nos servicos de saude
publica através do SUS (25).

O governo da época, liderado pelo ex-presidente Jair Bolsonaro, apesar da compra das
vacinas (25) e investimento de 540 bilhdes de reais no enfrentamento a pandemia (26), manteve
um discurso sobre a liberdade individual na escolha da vacinacdo, mantendo a ndo
obrigatoriedade da vacinacdo contra COVID-19 (27), apoio ao uso de medicamentos sem
comprovacao cientifica de sua eficacia (27) e contra as indica¢des de distanciamento social e

uso de mascaras (27).
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Estudos tém demonstrado a eficacia da vacina contra casos graves de COVID-19 (28),
mesmo com diminuicdo durante o tempo de sua efetividade contra a infeccéo e sintomatologia
(28), sendo um indicativo da importancia das doses de reforco (28). As vacinas também
apresentaram alta eficacia contra casos de COVID longa, que resultavam em sintomas de fadiga
e problemas pulmonares (29).

Entretanto, uma parcela da populacdo mundial se negou em tomar a vacina contra
COVID-19 (30). Tal hesitacdo perpassou pela baixa percepcao dos beneficios, preocupacao e
falta de comunicacdo dos efeitos colaterais, desconfianca sistémica na politica e a indUstria
farmacéutica e crengas espirituais e religiosas (30). O mesmo ocorreu no Brasil, com a hesitacéo
alcancando de 10,5% a 18,6% da populacao brasileira (31-34).

Neste sentido, uma parcela da populacdo mundial com céncer (41%) hesitou em ser
vacinada contra 0 COVID-19 (35), e 0 mesmo ocorreu na populacdo brasileira (34). Essa
hesitagdo incluiu o desconhecimento sobre os efeitos colaterais da vacina, a incerteza sobre a
seguranca e eficacia, o curto tempo para o desenvolvimento da vacina e a segurancga em relagédo
ao tratamento de céncer (35), sendo mais relevante em mulheres durante o tratamento
oncologico (35).

Mesmo com imposicdes aos direitos e a liberdade individual, utilizando de retorica
moralista, como obrigatoriedade da vacinacdo e o0 passaporte vacinal para viagens a
determinados paises, uma parte da populacéo ainda se recusou a tomar a vacina contra COVID-
19, mesmo em paises com alta disponibilidade de doses (36). Tal decisdo permeou opinides
politicas divergentes (36), levando a expressao de atitudes negativas como antipatia, criagdo de
estereotipos, exclusdo de relacdes interpessoais, desrespeito as ideias contrarias e preconceito
(36).

Neste sentido, a OMS indicou que a aplicacdo de repetidas doses de reforco em paises
subdesenvolvidos ndo seria uma forma sustentavel de controlar a pandemia (37), indicando uma
mudanca de rumo para a producdo de novas vacinas contra variantes do virus (37), uma vez
que a populacdo ndo vacinada era a maioria nas unidades de terapia intensiva (37). Da mesma
forma, para individuos que ainda hesitam em tomar as vacinas, o comportamento adequado
seria a indicacdo de remédios antivirais para controle de sintomas, reducdo do agravamento da
doenca e morte (37), em uma abordagem com tolerancia e respeito ao proximo (37).

Além disso, o0 apoio do presidente brasileiro a medicamentos sem comprovacgéo
cientifica robusta contra a COVID-19, como a hidroxicloroquina e ivermectina, replicou a

atuacdo do presidente americano da época, Donald Trump (38). Tal comportamento populista
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teve como objetivo a afirmacdo da narrativa de desobediéncia as indicagGes das agéncias de
salde e ao sucesso de um medicamento endossado por eles (38).

Entretanto, tal apoio levou a falsa esperanca e confusdo entre a populacéo (38) e até o
presente momento ndo existem estudos que comprovem a eficécia destes medicamentos (38),
somente colaborando com a polarizacdo de assuntos que envolviam a ciéncia e a salde publica
(38). Tal endosso ao uso destes medicamentos teve impacto na opinido publica, em 6rgaos
governamentais de controle sanitéario e na relacdo entre médico e paciente (38). Os beneficios
da opinido e influéncia sobre questdes médicas complexas em um momento de crise global,
caso tivessem sido confirmadas, trariam ganho somente aos autores politicos, e ndo a populagéo
em geral (38).

No Brasil, a populacéo idosa (mais de 80 anos), populacdo indigena e os profissionais
da saude foram os primeiros a ser vacinados (23), e em abril de 2021 pacientes oncoldgicos que
haviam realizado QT ou RT nos ultimos seis meses e pacientes com tumores hematoldgicos
foram incluidos no plano nacional de operacionalizac¢ao para vacinagao contra COVID-19 (23).
Até o momento, cerca de 80% da populacédo brasileira foi vacinada com a primeira dose e a
dose de reforgo (23). Como os pacientes com CCECP estavam em maior risco de infeccdo,
levando a piores desfechos devido ao COVID-19 (21), agbes como vacinacéo, isolamento social
e uso de mascara para essa populacdo (21) tiveram divulgacao e apoio das mais importantes
instituicGes da oncologia brasileira como a Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica (SBOC),
Sociedade Brasileira de Imunizagtes (SBIM) e o Instituto Nacional do Cancer (INCA) (39).

Aspectos psicossociais do CCECP

O diagndstico do CCECP se apresenta como um evento traumatico para 0s pacientes
com a doenca e os seus familiares (40) que enfrentam o medo da doenca, a possibilidade de
tratamentos invasivos e cirurgias mutiladoras (41). Além disso, os pacientes com CCECP
enfrentam desafios fisicos especificos como a perda temporéria ou permanente da voz e a
disfagia, que é a dificuldade ou impossibilidade de engolir, devido a cirurgias como a
laringectomia (retirada da laringe) ou RT (41). Esses procedimentos podem levar a xerostomia
(auséncia ou diminuicdo da saliva), a alteracdo na denticdo, a perda de audicao e a fibrose (41,
42). A cirurgia de disseccdo do pescoco aumenta o risco de dano nos nervos espinhais que
apoiam o musculo do trapézio (42), levando a disfuncao fisica na regido do pescoco e ombro
(42). Outros estressores incluem alimentacdo por sondas nasogastricas, desfiguramento e dor
(42).
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Os estressores psicoldgicos especificos ao CCECP incluem historico de transtornos
mentais, fungdo cognitiva, estresse social, medo da recidiva do tumor, tabagismo e etilismo e o
mais recorrente sendo alteracdo na imagem corporal devido ao tumor ou em consequéncia de
sequelas da cirurgia (42).

Individuos com historico de transtornos mentais estdo em maior risco de desenvolver
sintomas de ansiedade, depressao e piora na QdV ap6s o diagnostico de CCECP (43). Tal risco
elevado esté relacionado a qualidade do cuidado a sua satude mental realizados anteriormente
(44), e os mecanismos de enfrentamento ao estresse psicoldgico anterior, podendo indicar um
padrdo de comportamento que se estenda ao impacto psicoldgico de um diagndstico de CCECP
e suas implicagOes psicossociais (43).

O tratamento para CCECP também esta relacionado a disfungdes neurocognitivas nos
pacientes (42), afetando suas funcdes executivas (memoria, atencao, autorregulacéo) (42).

Devido ao adoecimento e as restri¢fes fisicas e sociais em consequéncia dos tratamentos
e cirurgias, o estresse social relacionado a mudancas na rotina dos pacientes com CCECP
abrangem a impossibilidade da realizacdo de atividades fisicas (18), afastamento do trabalho
que em dUltima instancia leva a dificuldades financeiras (45), isolamento social devido a
limitacdo de funcdes fisicas e vergonha (46) e baixo suporte social que afeta acompanhamento
em consultas, tratamento, e auxilio com medicamentos, alimentacao e transporte (42).

O medo da recidiva do tumor esté associado com a piora na QdV e funcédo psicossocial
dos pacientes com CCECP (18, 42). Essa resposta emocional pode ter um carater global (medos
excessivos frente a experiéncia do cancer), e um especifico, sendo 0 medo relacionado a propria
doenca e sua progressao ou recidiva, exacerbando sintomas de ansiedade nos pacientes (47),
sendo o medo da recidiva um os mais relevantes estressores psicolégicos para pacientes com
CCECP (48).

Aproximadamente metade dos pacientes continua o habito do tabagismo, e um quinto
deles mantém o habito do etilismo apos o diagnostico de CCECP (49). O hébito do tabagismo
ja é estabelecido como o maior fator de risco para o desenvolvimento do CCECP (1). Além
disso, o tabagismo também foi relacionado com a recidiva tumoral, menor sobrevida, e
problemas psicossociais como depressao e pior QdV (49, 50). Além disso, o habito do etilismo
esta associado com menor sobrevida em pacientes com CCECP independente de caracteristicas
demogréficas e do tumor, como idade, habito do tabagismo, e localiza¢do do tumor (50). O uso
do alcool traz como comorbidades efeitos imunossupressores, ma nutri¢cdo, além do risco
aumentado para o CCECP (50).
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A imagem corporal é definida como o conceito subjetivo da aparéncia fisica baseada na
prépria observacgdo e a na reacao de outros individuos (18). Para pacientes com CCECP, devido
ao visivel desfiguramento como resultado do proprio cancer e de seu tratamento, existe um
grande potencial de alteragcdes na imagem corporal dos pacientes (18). O desfiguramento leva
0s pacientes com CCECP a participarem menos de intervences em salide mental e diminuicao
de engajamento em diminui¢do de habitos de tabagismo e etilismo (49). Tais mudangas na
imagem corporal dos pacientes podem levar a alteracfes fisicas e um trauma psicoldgico
relevantes (18), levando a dificuldades ou impossibilidade de fala e alimentacdo (51), perda da
autoestima, alteracbes na sexualidade, aumento no isolamento social e sentimentos de
ansiedade e depressao (18).

Além disso, um terco dos pacientes com CCECP apresenta algum transtorno mental
apos o diagnostico de cancer (50), sendo mulheres e tabagistas o grupo em maior risco (50). A
depressdo tem sido o transtorno mental mais estudado e consolidado sobre o efeito negativo na
QdV dos pacientes com CCECP (50).

A depressdo € um transtorno de humor que causa sentimentos de tristeza e perda de
interesse persistentes (52) com causas multifatoriais, sendo ambientais (por exemplo: morte de
parentes proximos, falta de apoio social, problemas financeiros, conflitos interpessoais) (52) e
geneticas, como variantes genéticas de base unica (SNVs) em genes relacionados a receptacao
de serotonina, citocinas e o eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (53).

Segundo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, em sua quinta
edicdo (DSM-V), os transtornos de depressao englobam transtorno disruptivo de desregulacéo
de humor, transtorno depressivo maior, distimia, transtorno disfdrico pré-menstrual e transtorno
depressivo por condicdo médicas (52). Os principais sintomas sdo tristeza, irritabilidade,
distdrbios do sono, sentimento de culpa, falta de interesse e prazer, ideacdo suicida, distdrbios
psicomotores, fadiga e falta de apetite (52).

A depressdo em pacientes com CCECP tem sido associado também com maior uso dos
servicgos de saude (54), como mais visitas ao ambulatorio com demandas fisicas e psicoldgicas
(54), resultando também em um impacto financeiro nos pacientes e seus familiares (54). Além
disso, a frequéncia de histdrico de transtornos mentais em pacientes com cancer é de 20,6%
(50), e o historico de depressdo para pacientes com CCECP por si s6 esta associado com menor
sobrevida dos pacientes (55), com mortes associadas ao cancer ou ndo (55). Igualmente, os
pacientes com CCECP durante a pandemia de COVID-19 apresentaram a maior prevaléncia de
sintomas de depressao (74,6%) e ansiedade (92,3%) (56).
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Desta forma, a prevencdo da depressao deve ser uma prioridade na saude publica (55),
uma vez que os pacientes com CCECP estdo em alto risco de depressdo e suicidio (55).
Concomitantemente, metade dos pacientes com depressédo apresentam comorbidade com outros
transtornos mentais como transtornos de ansiedade e transtornos relacionados ao trauma, como

o transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) (57).

Transtorno de estresse pos-traumatico

O TEPT é um transtorno psiquiatrico que decorre de um evento traumatico, abrangendo
a ameaca ou agravo fisico e emocional (58). Os principais sintomas de estresse pos-traumatico
(SEPT) séo pensamentos intrusivos, evitacdo, alteracdes negativas em cognicdo e humor e

reatividade referentes ao evento traumatico (58) (Tabela 1).

Tabela 1. Sintomas de estresse pos-traumatico

SEPT Descricdo dos sintomas

Intrusdo Memorias indesejadas e involuntarias ou pesadelos recorrentes referentes ao
evento traumatico. Sensacdo de estar revivendo o evento. Gatilhos

emocionais retomam a sensacdo do evento traumatico

Evitacdo Esquiva de atividades, situacdes ou de pessoas que possam a recordar do
evento traumatico. Evitacdo de pensamentos, sentimentos ou conversas sobre

0 evento

Cognicédo e humor Esquecimento de partes significativas do evento. Entorpecimento dos
sentimentos de afeto e de atividades de interesse. Sentimento de culpa, medo,
horror ou raiva referentes ao evento traumatico

Reatividade Dificuldade de se concentrar. Distdrbios do sono. Excessivamente vigilante e

com excitabilidade exagerada. Comportamento imprudente e ataques de raiva

SEPT: sintomas de estresse pds-traumatico

Os SEPT podem ocorrer apds eventos como guerra, abusos fisicos ou sexuais, sequestro,
tortura, eventos naturais (incéndio, inundacao, terremoto, etc.), e o diagnostico de doencas
cronicas (59). Durante algum tempo apds esses eventos, sintomas agudos como ansiedade,

dificuldade em concentracdo e distirbios do sono sdo comuns (59). Entretanto, alguns
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individuos apresentam tais sintomas de forma prolongada e continua (59), e uma vez que eles
se mantém por mais de um més apos o evento traumatico, eles sdo considerados SEPT (59).

Desta forma, trés formas do inicio dos SEPT podem ocorrer: apresentacdo aguda de
SEPT, quando os sintomas iniciam nos primeiros trés meses apds o evento traumatico (60);
inicio crénico, quando os sintomas ocorrem apds trés meses do evento (60); e o inicio tardio
(60), renomeado de expressdo tardia no ultimo DSM-V, no qual os sintomas ocorrem apds 6
meses (52), podendo ter inicio até anos apds o evento traumatico (60). Além disso, existe 0s
SEPT complexos, caracterizados pelos sintomas de intrusao, evitagéo, alteracdes na cognicao e
humor e reatividade, com acréscimo de desregulacdo afetiva, autopercepcdo negativa e
distUrbios em relagdes interpessoais (61).

Mesmo ndo sendo claro o motivo de individuos desenvolverem os SEPT, a duracdo, € a
intensidade do trauma, questdes demogréaficas e psicossociais como género, sendo mais comum
em mulheres, historico de transtornos mentais e individuos com baixo suporte social estéo
associados com maior risco de desenvolver os SEPT (59).

Pela inevitabilidade da exposicdo a eventos traumaticos, um grande numero da
populacdo é exposta a pelo menos um evento durante a vida (59), sendo 60,7% de homens e
51,2% de mulheres (59). No Brasil, o TEPT é observado em 10,2% da populacdo adulta geral
(62). Aproximadamente 84,0% dos pacientes com TEPT apresentam condi¢des como abuso de
alcool e drogas, sentimento de culpa, desespero e falta de esperanca, problemas financeiros e
divorcio (59). O TEPT esta associado com o desenvolvimento de transtornos mentais como
transtorno de panico, fobia social e abuso ou dependéncias de drogas (59). Além disso, a
depresséo € o transtorno mental com maior comorbidade com os SEPT (59), contando com
48,0% de casos de ambos transtornos (59).

O padrdo ouro para o diagndstico de TEPT sdo as entrevistas clinicas diagnosticas
estruturadas (63). Estas sdo utilizadas para realizar a avaliacdo do diagndéstico, determinacéo de
sua duracdo e compreensao dos SEPT nas Ultimas semanas (63). As entrevistas sdo conduzidas
por psiquiatras com conhecimento em SEPT e podem durar entre 20 e 60 minutos (63). As
principais escalas utilizadas nas entrevistas sdo a Escala de TEPT Clinicamente Administrada
(CAPS-5), Entrevista de SEPT em escala (PSS-I) e Entrevista Clinicamente Estruturada —
Médulo TEPT (SCID PTSD Module) (63).

Os questionarios de autoaplicacdo tém demonstrado funcionalidade aceitavel como
ferramenta de avaliagdo de SEPT (64). Diferentemente das entrevistas clinicas, os questionarios

mensuram a sintomatologia do estresse pds-traumatico e o estresse causado pela experiéncia do



26

cancer (64). Os principais questionarios para avaliagdo de SEPT séo a Escala de Trauma de
Davidson (DTS), Escala de Impacto de Evento — Revisado (IES-R), Versdo de autoaplicacdo
da escala de SEPT (PSS-SR), Entrevista curta de avaliacdo de SEPT (SPRINT) e o Checklist
de Transtorno de Estresse Pds-traumético — Versdo para populagao civil (PCL-C) (64).

Cancer e SEPT

O diagndstico de cancer e seu tratamento € uma experiéncia altamente estressante e
potencialmente traumatica (65), na qual engloba uma série de estressores (65). Para 0s pacientes
com CCECP, a experiéncia do cancer se inicia com a detectacéo de uma anormalidade na regiéo
da cabeca e pescoco, que o leva a uma avaliacdo clinica, procedimentos de anélise laboratorial
e de imagem, e biopsia (65). Esse processo de aguardo no resultado de exames e diversos
encaminhamentos é altamente ansiogénico (65), e receber um diagnostico de cancer pode levar
a sentimento de perda do controle e previsibilidade e alta vulnerabilidade psicossocial (65).
Ap0os confirmado o diagnostico de CCECP, o tratamento pode produzir uma série de desafios
agudos e duradouros, incluindo a RT, a QT e os efeitos especificos das cirurgias para esse tipo
de tumor, como o desfiguramento e impossibilidade de alimentacdo e fala (65). Para os
individuos que completam o tratamento, pode ocorrer também o medo da recidiva do tumor e
sequelas fisicas e emocionais (65), demonstrando a cascata de demandas e desafios
psicossociais do diagnodstico de CCECP (65). Com isso, durante o trajeto da experiéncia do
cancer, pacientes com CCECP podem apresentar SEPT devido a natureza de ameaca a vida
advinda do diagnostico (66). Os pacientes com CCECP e SEPT podem também apresentar
consequéncias em sua salde, como aumento a sensibilidade a dor e diminui¢do da sobrevida
(66). Alem disso, maior prevaléncia de SEPT em pacientes com cancer estao relacionadas aos
mais jovens, de sexo feminino, histérico de transtornos mentais, baixo status educacional,
socioeconémico e de suporte social, doenca mais avangada e tratamento invasivo (65, 67, 68).

Entretanto, existe um questionamento sobre a propriedade, a conceitualizacdo e o
ajustamento dos SEPT relacionados ao cancer (SEPT-RC) devido ao carater complexo,
ambiguo e multiplo de estressores durante a experiéncia do cancer (65). Tal dualidade é
observada primeiramente no momento que 0 paciente recebe o diagnostico, uma vez que a
condicdo que ameaca sua vida pode estar ou ndo causando sintomas fisicos limitantes a sua vida
(65), sendo uma das caracteristicas para caracterizar um SEPT (65). Da mesma maneira, mesmo

apos o tratamento e seguimento clinico, o0 monitoramento e medo de recidiva sdo estressores
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continuos (65). Assim, a linha critica ao SEPT-RC aponta que o diagndstico de cancer engloba
um carater continuo e multidimensional e ndo um evento especifico e singular (68).

A avaliagdo do SEPT pode ser complexa devido a natureza maltipla e indeterminada de
tais eventos estressores (68), ndo havendo apropriada avaliacdo dos sintomas especificos para
populacdo com cancer (68), sendo 0os SEPT uma atribui¢do ndo especifica a outros transtornos
como ansiedade, depressao ou de ajustamento (68).

Entretanto, existe vasta literatura compondo base solida para a avaliacdo de SEPT em
pacientes com cancer (65, 67, 68). O cancer apresenta uma ameaca para a integridade fisica e a
prépria vida dos pacientes (68), no qual o diagndstico pode evocar sentimentos de medo e perda
de controle (68). A partir de uma analise de fator confirmatorio, a estrutura de sintomas em
cluster (sintomas significativos de intrusdo, evitacdo e reatividade) para SEPT tem validade
para avaliacdo do SEPT-RC (68). Também, mesmo que para a maioria dos pacientes com outros
tipos de cancer (mama, prostata, etc.), a ameaca seja interna, especialmente para pacientes com
CCECP a les@o muitas vezes é aparente e o diagnéstico esta atrelado ao agravo fisico (65),
aumentando exponencialmente o risco em apresentar SEPT (69).

Outra discussao recorrente sobre a adequacdo do SEPT-RC esta associada ao critério
diagnostico do transtorno (65). O diagndstico de doencas cronicas que ameagcam a vida, como
o cancer, foi inserido no DSM-IV em 1994 como um evento que se qualifica como traumatico,
podendo estar relacionado ao diagndéstico de TEPT (66), sendo classificado como um transtorno
de ansiedade (66). A classificacdo, quando em relacdo ao diagndstico de cancer, € dividida em
critérios diagnadsticos (Anexo 1).

Na atualizacdo do DSM-V, o SEPT-RC ndo é mais considerado necessariamente um
evento traumatico (70), ndo sendo mais um transtorno de ansiedade, agora sendo classificado
como um transtorno relacionado a trauma e a estressores (70), apresentando uma atualizacédo
nos SEPT (Anexo 1). Entretanto, nos ultimos anos os SEPT-RC tem sido extensivamente
estudado, demonstrando a importancia da atencdo para os SEPT em pacientes com cancer (64).
Desta forma, mesmo com tais mudancas, o esperado € somente uma frequéncia menor de TEPT
com 0s novos critérios (65), uma vez que as escalas de avaliagdo continuam sendo comparaveis
entre si (71).

Em uma meta-analise com 4.189 pacientes com tumores diversos, em sua maioria
mulheres com tumores em mama, ovario e ginecoldgicos, 9,8% deles apresentaram SEPT (67).
Resultados similares foram encontrados em uma meta-analise avaliando SEPT em pacientes

com cancer de mama (72).
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Em outra meta-analise com 16.755 pacientes com tumores diversos, 1.812 foram
diagnosticados com SEPT, em uma frequéncia de 10,8% (64). Dentre os estudos, a frequéncia
de SEPT variou de 0% a 52% (64). Tumores em mama, prostata, colorretal, hematol6gicos,
ginecoldgicos e cérebro foram amplamente representados, enquanto somente um estudo com
pacientes com CCECP foi avaliado (64).

Em uma meta-analise com 27.590 pacientes com tumores em mama, pele, ginecolégico,
colorretal, tireoide, hematoldgico e CCECP durante a pandemia de COVID-19, a frequéncia de
SEPT foi de 28,2%, sendo mais frequente em mulheres e pacientes empregados (56).

Em uma meta-analise sobre SEPT-RC com 7.505 pacientes com cancer de mama em
comparacgéo a outros tipos de cancer, foi evidenciado uma tendéncia em que mulheres estariam
em maior risco para SEPT-RC (73), e uma relacdo robusta entre depressédo e SEPT-RC (73).
Os principais resultados observados nos estudos utilizando o questionario PCL-C em pacientes
com tipos diversos de cancer (74-92) que ndo incluiram os CCECP estdo apresentados na
Tabela 2.
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Tabela 2. Sintomas de estresse poés-traumatico observados em pacientes com cancer de mama,

hematoldgico, ovario, prostata e do sistema nervoso por meio do Checklist de Transtorno de Estresse Pos-

traumatico — Versdo para populacéo civil (PCL-C)

Autores (ano)

Cordova et al., (2000); Kornblith et
al. (2003), Shelby et al., (2005);
Mehnert et al., (2008); Roth et al.
(2013); Hahn et al. (2015); Alkan et
al., (2016); Simunovic et al. (2020);
Vazquez et al. (2020)

Black et al. (2005); Liu et al. (2015),
Camille et al. (2020); Fenech et al.
(2021); Dhawale et al. (2022)

Liu et al. (2017); Pang et al. (2022)

Mehnert et al. (2010)

Wang et al. (2015)

Tipos de cancer Média de Média de
pontos pacientes com
SEPT (%)
Mama 30,3 10,0
Hematoldgico 32,2 18,8
Ovério 33,9 17,3
Prostata 23,6 4.3
Sistema Nervoso 29,5 Na&o reportado

SEPT: sintomas de estresse pos-traumatico

Variaveis
associadas aos
SEPT

Pacientes casadas,
mais jovens, com
menor escolaridade,
menor condicdo
social e adversidades

na infancia

Pacientes mulheres,
mais jovens,
solteiros, com
mecanismos de
enfrentamento
negativos e maior

medo de recidiva

Suporte social
insatisfatorio,
evitacdo cognitiva e
menor resiliéncia
Suporte social
insatisfatdrio
Suporte social
insatisfatdrio
Suporte social

insatisfatorio
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CCECP e SEPT

Em nossa reviséo da literatura para identificar estudos com pacientes com CCECP, seis
artigos foram encontrados (58, 66, 69, 93-95). Foram avaliados 740 pacientes, idade média de
59 anos, contando com 73,6% de homens e 26,4% de mulheres (58, 66, 69, 93-95) (Anexo 2)
A avaliacdo foi realizada desde 0 momento do diagndstico até 165 meses apds o diagndstico de
CCECP (58, 66, 69, 93-95) (Anexo 2), nos Estados Unidos (66), Europa (69, 95), Oceania (58)
e Asia (93, 94).

Os SEPT foram avaliados por escalas como C-DTS (23), PSS-SR (21), PCL-C (10 12
22), e CAPS (95). Frequéncia de SEPT em estudos po6s cirurgia foi de 6,0% (94) 11,0% (95), e
11,9% (66), apds 3 meses da alta hospitalar de 5,3% (93), ap6s 6 meses do diagnostico de 19,0%
(66), e com média de 6 anos apds o diagnostico de 11,8% (69) (Anexo 2). Assim, a média de
SEPT-RC foi de 10,8%, variando entre 5,3% e 19,0% (58, 66, 69, 93-95).

Os principais transtornos mentais avaliados foram a ansiedade, variando de 2,0% a
15,2%, e depressédo, variando de 0,0% a 11,0% (69, 95). Outros transtornos avaliados foram
fobia social, transtorno de ajustamento e dependéncia de alcool (58, 66, 69, 93-95). Dentre 0s
estudos, nenhuma caracteristica clinica foi associada com SEPT em pacientes com CCECP (58,
66, 69, 93-95).

Pacientes com CCECP do sexo feminino, mais jovens, com medo da recidiva do tumor,
com mecanismos de enfrentamento como negacdo, desengajamento comportamental, e culpa,
e baixo suporte social apresentaram mais SEPT-RC (58, 66, 69, 93-95).

Vale comentar que ndo hé estudos que avaliaram SEPT-RC em pacientes com CCECP

em populacéo brasileira.

Tratamento para SEPT

A principal forma de intervencdo psicoldgica de tratamento para os SEPT é a terapia
cognitiva comportamental (TCC) (96). Ela abrange praticas de psicoeducacdo, que permite
trazer a consciéncia dos sentimentos, relaxamento, exposicdo ao trauma na imaginacdo e
reestruturacdo cognitiva do imaginario relacionado aos medos (96). Ela tem se mostrado eficaz
em curto e longo prazo em pacientes com SEPT-RC (96). Apds participarem do programa de
TCC, quase 70% dos pacientes com CCECP nédo apresentaram mais SEPT (96).

Igualmente, 0 acompanhamento psicoldgico ndo diretivo, no qual encoraja 0s pacientes

a expressarem suas preocupagoes atuais de forma livre (96), e o programa de suporte em
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cuidado, que inclui estratégias de cuidado pessoal e de interagdes sociais pela escuta ativa e
associacao livre (93) também diminuiram os SEPT em pacientes com CCECP (93, 96).

Outra forma de intervencéo frequente é a técnica de atencéo plena (mindfullness), uma
pratica baseada em conceitos orientais e adaptada as populagdes ocidentais, tendo como foco o
momento presente, incentivando pensamentos de encorajamento e nédo julgamento (97). Seus
protocolos mais comuns sao a “reducdo do estresse e ansiedade baseada na atengdo plena” e a
“atengdo plena baseada na TCC”, que sdo aplicados a diversos transtornos psiquiatricos,
incluindo os SEPT, obtendo resultados imediatos e duradouros (97). Intervencdes baseadas na
técnica de atencédo plena apresentam eficacia em reducao do estresse psicoldgico em pacientes
com cancer (98).

Tambeém tem sido realizada a dessensibilizacdo e reprocessamento por movimentos
oculares (EMDR) (99). Essa tecnica foi criada especificamente para individuos com SEPT e é
baseada na reestruturacdo cognitiva através da exposi¢do a memdaria do trauma, com o objetivo
de ressignificar a experiéncia traumatica (99). Ela é dividida em 7 etapas: triagem, criacdo de
vinculo terapéutico, identificacdo da memdria a ser trabalhada, dessensibilizacdo baseada nos
movimentos oculares engquanto o paciente relata o acontecimento traumatico, ressignificacao
das memadrias negativas, sondagem do corpo para identificar os pontos de tensao e a reavaliacao
do tratamento (99). Tal tratamento tem apresentado eficacia em diversos estudos com pacientes
com SEPT (99). Em uma meta-analise, 0 EMDR apresentou eficacia na reducdo de SEPT em
pacientes com cancer (100).

Tratamento com medicamentos para SEPT sdo comuns para populacdo geral e para
pacientes com cancer (65). Os principais medicamentos para tratamento de SEPT incluem
betabloqueadores, benzodiazepinicos, inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina,
rispiridona e antidepressivos triciclicos que atuam na reducdo de pensamentos intrusivos,
insdnia e humor rebaixado (65).

Atualmente, a utilizacdo de drogas recreativas administradas em terapias psicologicas
em ambiente clinico supervisionado, como a 3,4metilenodioximetanfetamina (MDMA), foi
associada com beneficios no tratamento de SEPT, com baixos riscos fisicos e neurocognitivos
(101). Tais beneficios estdo associados aos efeitos do MDMA de aumento na concentracao na
circulacdo de oxitocina, responsavel por sentimentos de bem-estar, empatia, extroversao e a

receptividade a novas experiéncias e ideias (101).
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Adversidades na infancia

H& um crescente interesse no historico de experiéncias de adversidades na infancia
(ACES) (102) devido aos comportamentos de risco em salde na vida adulta decorrentes destas
experiéncias (103). Os ACEs sdo caracterizados como a exposic¢ao ao abuso psicoldgico, fisico,
sexual e disfuncBes ambientais, em individuos com 18 anos de idade ou menos (103). As

caracteristicas das ACEs estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Adversidades na infancia e os dominios de abuso psicolégico, fisico, sexual e de

disfungdo ambiental

Adversidades na infancia Descricdo das adversidades

Abuso psicolégico Exposicdo a insultos ou atos gque fizessem
a crianga ou adolescente sentir medo de ser

fisicamente ferido

Abuso fisico Exposicdo a ameacas ou agressoes
constantes
Abuso sexual Exposicdo a togues inapropriados,

tentativa ou préatica sexual praticada pelos
pais ou adultos em sua casa

Disfuncdo ambiental Presenciar violéncia domeéstica. Pais
divorciados. Morar com: usuérios de
drogas; adultos com doencas mentais;
adultos que haviam sido presos; adultos

com problemas com a bebida

Os ACEs foram associados com doencas no coracdo, pulmao e figado, assim como
cancer (103) Em relacdo ao CCECP, os ACEs foram associados com comportamentos e estilo
de vida de risco para este tipo de cancer, como o tabagismo, etilismo e uso de drogas (104).
Tais habitos sdo observados em individuos expostos a ACEs como um mecanismo de
enfrentamento ao estresse e as memorias dos abusos (105). Desta forma, experiéncias
traumaticas na infancia apresentam um potencial nocivo no desenvolvimento destes fatores de
risco (103), assim como foram associados a morbidade e mortalidade na vida adulta (103).

Além disso, os ACEs foram associados a transtornos mentais, como os SEPT (106).

Essa relacdo ocorre devido a desregulacdo emocional, que é responsavel por modular e manter
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comportamentos e respostas fisioldgicas que produzem as emogdes (106). Em resposta aos
ACEs, o individuo apresenta dificuldades em regular os estados emocionais, levando a SEPT
(106), que pode persistir ou emergir na vida adulta (106). Desta forma, avaliacdo dos ACEs é
indicada tanto na infancia como na vida adulta (104), demonstrando uma melhora na
compreensdo dos problemas de saude e nas oportunidades de tratamento (104).

O trauma na infancia também foi associado como um gatilho emocional durante e
experiéncia do cancer (107), levando a pensamentos e emocdes associados ao abuso na infancia
e uma avaliagdo negativa de si mesmos, do mundo e de seu futuro (107). ACEs foram
associados a sintomas psicolégicos em pacientes com cancer como culpa, mudanca na imagem
corporal, estresse (108) e para pacientes com CCECP, o histdrico de ACEs foi associado com
maior incidéncia de sintomas de depressao e ansiedade (108).

Além da questéo psicologica, os ACEs também foram associados a questdes bioldgicas,
nos quais o funcionamento do mecanismo de resposta ao estresse, e aspectos individuais como
a carga genética e epigenética, podem modular a vulnerabilidade aos transtornos mentais, como
0s SEPT (53).

Neurobiologia e SEPT

A base psicoldgica dos SEPT se relaciona ao medo, significado subjetivo do evento
traumatico, e aos mecanismos de enfrentamento que o individuo dispde (109). A base bioldgica
dos SEPT se relacionam a alteragdes neuroanatémicas da amidala e do hipocampo, mudancas
no funcionamento do eixo HPA, alterando os niveis de cortisol, horménio envolvido na resposta

ao estresse, e mudancas na sensibilidade de seus receptores (109).

Eixo HPA

Frente a situacGes de estresse, nosso corpo dispde de mecanismos que auxiliam na
resposta e manutencao da homeostase, como o eixo HPA (110). Frente ao estresse, 0 eixo HPA
é ativado, e consequentemente o hipotalamo secreta 0 hormonio de liberacdo de corticotropina
(CRH) por influéncia da serotonina da amidala, que ira estimular a pituaria a liberar o horménio
adrenocorticotrépico (ACTH), resultando na producéo de glicocorticoides, também conhecido
como cortisol, no cortex adrenal (110). O cortisol gera energia que pode ser utilizada para o
enfrentamento das situacdes estressoras (110) (Figura 1).

Dos genes relacionados ao eixo HPA, se destacam o receptor CRH tipo | (CRHR1), um

gene que codifica o receptor do CRH com papel vital em resposta ao estresse através do eixo
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HPA e mediacdo dos efeitos da CRH em locais extrahipotalamicos (111). O FKBP prolil
isomerase 5 (FKBP5), um gene que codifica uma co-chaperona acoplada aos receptores de
glicocorticoides (RGs) que esta relacionado com alteracdes na sensibilidade dos RGs com papel
fundamental na regulacdo do eixo HPA (111). O receptor nuclear da subfamilia 3 grupo C
membro 3 (NR3C1), um gene que codifica os RGs pelo qual o cortisol se liga modulando as

respostas ao estresse agudo e cronico (112-115).

HIPOTALAMO

|
\\/ HIPOFISE
|

!

GLANDULA SUPRA-RENAL y

=

FEEDBACK NEGATIVO

CORTISOL

Figura 1. Representacdo esquematica do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e a
producdo de cortisol apds estresse fisico ou psicologico. No hipotalamo ha a

liberacdo do horménio de liberacdo de corticotropina (CRH), que ao interagir com

seus receptores na adrenal (hipofise), é liberado o horménio adrenocorticotropico

(ACTH), que por sua vez é liberado na corrente sanguinea. Nos rins, na adrenal

(glandula suprarrenal), é realizada a conversao e liberacdo do horménio cortisol na

corrente sanguinea, que interage com seus receptores por todo corpo, principalmente

no cérebro, para moderagdo do proprio funcionamento do eixo HPA pelo sistema de

feedback negativo
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Eixo HPA e SNVs

Localizado no cromossomo 17921.31, o gene CRHR1 codifica o receptor CRHR1
acoplado a proteina G, que liga os neuropeptideos aos seus receptores (111). Este receptor tem
um importante papel na ativagdo do eixo HPA em resposta ao estresse pela acdo de liberacéo
de CRH e ACTH para estimulo da producéo de cortisol. (111). A SNV CRHR1rs110402 (G>A)
caracterizada pela presenca das bases guanina (G) e adenina (A) na regido intronica do alelo
ancestral e variante respectivamente foi associada a alteragdes no funcionamento do eixo HPA
pelo aumento da afinidade do cortisol ao receptor de CRH (111). As frequéncias dos gendtipos
nas diferentes populagdes étnicas no Brasil e no mundo estéo apresentadas na Tabela 4. O alelo
G proporciona maior expressdao do gene em comparacdo ao alelo ancestral, codificado pelo
alelo A, acentuando comportamentos aversivos na resposta ao estresse (116). O alelo G foi
associado com mais SEPT em pacientes com dor crbnica ndo oncologica (117). A influéncia da
CRHR1 rs110402 (G>A) no SEPT de pacientes com CCECP ainda é desconhecida.

Localizado no cromossomo 6p21.31, o gene FKBP5 codifica o FK506 (118), uma co-
chaperona acoplada aos RGs que modulam seu funcionamento pela diminuicéo da sensibilidade
dos RGs ao cortisol (118). Com a ligacao do cortisol aos RGs, a proteina FKBP5 é trocada pela
FKBP4, qual permite a translocacdo nuclear dos RGs, levando a regulagdo normal do feedback
negativo (118). A SNV FKBP5 rs1360780 (C>T) é caracterizada pela presenca das bases
citosina (C) e timina (T), na regido intronica de DNA do alelo ancestral e variante,
respectivamente (118). As frequéncias dos gendtipos nas diferentes populacBes étnicas no
Brasil e no mundo estdo apresentadas na Tabela 4. A SNV FKBP5 rs1360780 esta localizada
em uma regido acentuadora, a, proximo a elementos funcionais de resposta ao glicocorticoides
no intron 2 do gene (118). O alelo variante T proporciona maior expressao do gene em
comparacdo ao ancestral codificado pelo alelo C, diminuindo a sensibilidade dos RGs ao
cortisol, aumentando o tempo de exposic¢do do individuo ao cortisol pela alteracao do feedback
negativo devido a resisténcia aos RGs, aumentando 0os comportamentos aversivos na resposta
ao estresse (119). Essas alteracdes ocorrem devido a diferente conformacdo do DNA pelo alelo
variante, no qual o inicio da transcricdo ¢ aumentado em individuos com este alelo (118). Em
uma meta-andlise, individuos com alelo T expostos a ACEs apresentaram maior risco de SEPT
e depressdo (120) A influéncia da SNV FKBP5 rs1360780 (C>T) no SEPT de pacientes com
CCECP ainda ¢ desconhecida.

Localizado no cromossomo 5q31-32, o gene NR3C1 codifica os RGs, denominado de

NR3C1 (121). O NR3C1 é um fator de transcricdo de genes relacionados a resposta ao cortisol,
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modulando sua atividade, a homeostase e resposta ao estresse (122). A SNV rs41423247 (C>G)
é caracterizada pela presenca das bases citosina (C) e guanina (G) na regido intrénica de DNA
do alelo ancestral e variante, respectivamente (122). As frequéncias dos genotipos nas
diferentes populagdes étnicas no Brasil e no mundo estdo apresentadas na Tabela 4. O alelo
variante G proporciona maior expressao do gene em comparacao ao ancestral codificada pelo
alelo G, aumentando a sensibilidade aos RGs, por sua vez levando a menores niveis de cortisol
(122). A SNV rs41423247 (C>G) esté localizada no intron 2 e modula o funcionamento do
feedback negativo (123), no qual individuos com alelo C apresentam maior sensibilidade ao
cortisol e feedback negativo mais curto, levando a menores quantidades de cortisol em menor
tempo apds resposta ao estresse (123). O alelo ancestral foi associado com diminuicdo na
abundéancia da isoforma RG alfa que leva a mudanca na expressdo dos RGs (123). Em pacientes
psiquiatricos com SEPT, os individuos com o alelo G foram associados a maior risco de SEPT
quando associados ao historico de ACEs e menor suporte social (124). A influéncia da SNV
rs41423247 (C>G) no SEPT de pacientes com CCECP ainda € desconhecida.

Processos inflamatorios e TEPT

Um outro fator que pode contribuir aos SEPT em pacientes com cancer sdo as citocinas
pro-inflamatorias, como a interleucina 1B (IL1B) e a interleucina 6 (IL6) (68). Citocinas sdo
proteinas multifuncionais envolvidas na ativacéo ou supressao do sistema imunologico (125).
Elas sdo produzidas pelos leucocitos, células de defesa do organismo, incluindo principalmente
os linfocitos T e os macrofagos (125). Sua liberagdo ocorre durante a ativagdo imune e 0
estimulo continuo devido a fatores como estresse psicolégico relacionado a experiéncia do
cancer podem levar a uma condi¢édo cronica (68).

O estresse cronico e a liberacdo de citocinas de forma ininterrupta podem resultar em
sintomas caracterizados como “comportamento de doenca”, na forma de disfungdes cognitivas
e fisicas como fadiga, disturbios do sono e depressdo em pacientes com cancer (68).

As citocinas inflamatdrias interagem com o eixo HPA e com 0s neurotransmissores (68).
No primeiro, sua a¢do pode alterar a regulacdo do feedback negativo, além de causar resisténcia
ao cortisol. (68). Desta forma, a elevacdo de niveis de cortisol pode contribuir com a resisténcia
as citocinas, que por sua vez teriam uma elevacdo em sua prépria producdo e liberacdo,
aumentando os sintomas de “comportamento de doenca” (68). Ha evidéncias que as vias de
sinalizacédo de citocinas inflamatorias influenciam a ocorréncia e a severidade de dores, fadiga,

disturbio de sono e depressdo em pacientes com CCECP (126-128).
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Além disso, alteracdes genéticas, como as SNVs, determinam diferencas individuais na
ativacdo ou supressao de citocinas inflamatdrias e indicam que a constituicdo genética também
pode influenciar os SEPT de individuos (129).

O gene IL1B esté localizado no cromossomo 214 e codifica a citocina pré-inflamatéria
IL1B (130). A IL1B é uma proteina produzida pelas células de defesa do sangue, como 0s
macrofagos e os linfocitos T, e esta associada a infeccdo aguda (130). A IL1B pode modular e
ser regulada pelo cortisol, que estd associado com a inducdo dos sintomas de estresse derivados
de respostas fisicas e/ou mentais determinadas por estimulos externos do meio ambiente (131).
A SNV IL1B rs16944 (T>C) é caracterizado pela presenca das bases nitrogenadas timina (T) e
citosina (C) na regido promotora da cadeia de DNA do alelo ancestral e do alelo variante,
respectivamente. O alelo T proporciona uma maior expressao de IL1B em comparacdo a
interleucina codificada pelo alelo C, e assim, favorece a producéo de citocinas pro-inflamatorias
(130). As frequéncias dos gendtipos nas diferentes populacdes étnicas no Brasil e no mundo
estdo apresentadas na Tabela 4. A SNV IL1B rs16944 (T>C), pode alterar a expressdo do gene
por meio da alteracdo da ligacdo de fatores de transcricdo, como a proteina de ligacdo TATA,
e o fator de transcricdo PU.1 (130). O alelo C da SNV IL1B rs16944 (T>C) do gene foi
associado como um fator de maior vulnerabilidade a maiores SEPT (132). A influéncia da SNV
IL1B rs16944 (T>C) no SEPT de pacientes com CCECP ainda é desconhecida.

A IL6 é uma proteina codificada pelo gene IL6 que esta localizado no cromossomo
7p15-p21 (133). A IL6 é produzida em resposta a feridas em tecidos e ao estresse, contribuindo
a resposta aguda a tais situacdes (133). Sua desregulacdo e producdo exacerbada tem sido
associadas a efeitos patoldgicos no efeito de inflamacdo crénica (133). A variante IL6
rs1800795 (G>C) esta localizada na regido promotora do gene (133). O alelo G foi associado a
um aumento de producdo de IL6 em comparacdo ao alelo C, aumentando 0s processos de
inflamacdo (134, 135). As frequéncias dos genotipos nas diferentes populacgdes étnicas no Brasil
e no mundo sdo apresentadas na Tabela 4. No entanto, o alelo G foi associado a resiliéncia a
potenciais eventos traumaticos (136) e o alelo C com SEPT em pacientes psiquiatricos expostas
a trauma de guerra (137). A influéncia da SNV IL6 rs1800795 (G>C) no SEPT de pacientes

com CCECP ainda é desconhecida.

Serotoninae TEPT
Em relacdo aos neurotransmissores, as citocinas podem influenciar negativamente sua

sintese, liberacdo e recaptacdo de dopamina, norepinefrina e 5-hidroxitriptamina (5-HT), a



38

serotonina (68) pela ativacdo de enzimas que quebram o triptofano, ndo permitindo a
metabolizacéo de triptofano em serotonina (68). A 5-HT é um neurotransmissor relacionado ao
controle do humor (68) e a modulacdo negativa em 5-HT devido a alteracdes nos niveis de
citocinas podem levar a sintomas de hostilidade, impulsividade, reatividade, depressao, ideagédo
suicida e podem causar ou exacerbar os SEPT em pacientes com céncer (68).

O gene triptofano hidroxilase (TPH1) esta localizado no cromossomo 11 e codifica a
enzima TPH1 (138). O TPH1 catalisa o processo da biossintese da serotonina (139), codifica a
enzima triptofano hidroxilase 1 relacionado a sintese de serotonina (140), e é responsavel pela
sintese e acdo da serotonina em drgdos periféricos (139), sendo relacionado a comportamentos
agressivos, esquizofrenia, alcoolismo, abuso de drogas, e depressdao (141). A SNV TPH1
rs1800532 (G>T) do gene TPHL1 é caracterizado pela presenca das bases nitrogenadas guanina
(G) e timina (T) no intron 7 da cadeia de DNA do alelo ancestral e do alelo variante,
respectivamente (138). O gendtipo variante T proporciona uma menor expressdo de TPH1 em
comparacgdo a enzima codificada pelo alelo ancestral G, e assim, favorece a menor producéo de
5-TH (138). As frequéncias dos gendtipos nas diferentes populacbes étnicas no Brasil e no
mundo estdo apresentadas na Tabela 4. O alelo T foi associado ao desenvolvimento de
depressdo em pacientes com tentativa de suicidio (141), fazendo parte do processo de
patogénese da depressdo (141), podendo estar relacionada aos SEPT. A influéncia da SNV
TPH1 rs1800532 (G>T) nos SEPT de pacientes com CCECP ainda é desconhecida.

O gene receptor 5-hidroxitriptamina 1A (HTR1A) esta localizado no cromossomo 5 e
codifica o receptor 1A da 5-HT (142). O HTR1A é um receptor de proteina-G acoplada e ¢
expressa no autorreceptor pré-sindptico e em outras estruturas do cérebro como o hipocampo,
cortex frontal e hipotdlamo (143), areas envolvidas no humor, emogéo e resposta ao estresse
(143). A SNV HTR1A rs6295 (C>G) € caracterizada pela presenca das bases nitrogenadas
citosina (C) e guanina (G) na regido 3’-ndo traduzida da cadeia de DNA do alelo ancestral e do
alelo variante, respectivamente. O alelo variante G proporciona uma maior expressao do
receptor em comparacdo ao receptor codificado pelo alelo ancestral C, e assim, favorece a
ligacdo da 5-TH nos microRNASs (142). As frequéncias dos gendtipos nas diferentes populacdes
étnicas no Brasil e no mundo estdo apresentadas na Tabela 4. observada uma relacdo entre a
SNV e maior incidéncia de abuso de alcool, hospitalizacdo psiquiatrica, tentativa de suicidio e
transtornos mentais, como a depressdo e SEPT em pacientes com historico de ACEs (144). A
influéncia da SNV HTR1A rs6295 (C>G) nos SEPT de pacientes com CCECP ainda é

desconhecida.
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Tabela 4. Frequéncia do alelo variante das variantes de base Unica CRHR1 rs110402 (G>A),
FKBP5 rs1360780 (C>T), NR3C1 rs41423247 (G>C), IL1B rs16944 (T>C), IL6 rs1800795
(G>C), TPH1rs1800532 (G>T) e HTR1A rs6295 (C>G) descritas no Arquivo Brasileiro Online
de Mutacdes (ABraOM) e no International HapMap Consortium

Genes Referéncia da SNV MAF (%) MAF (%)
ABraOM HapMap

CRHR1 rs110402 40,5 40,1
FKBP5 rs1360780 65,1 39,9
NR3C1 rs41423247 29,2 44,2
IL1B rs16944 58,9 49,7
IL6 rs1800795 74,8 35,2
TPH1 rs1800532 34,5 48,0
HRT1A rs6295 50,2 49,6

SNV: Variante genética de nucleotideo unico. MAF: minor allele frequency. ABraOM: Arquivo

Brasileiro Online de Mutagdes. HapMap: International HapMap Consortium

Interacédo gene-ambiente

O risco de desenvolvimento do céancer abrange fatores de risco como tabagismo,
etilismo, alimentacdo, poluicdo e exposicdo a substancias quimicas e radiacao (8), e também
por fatores genéticos como SNVs em genes associados ao silenciamento ou alteracdo do
funcionamento de supressores tumorais e por consequéncia aumento na expressao de oncogenes
(145). Da mesma forma, a vulnerabilidade para transtornos mentais, como os SEPT, esta
relacionada a fatores demograficos como status socioeconémico e ACEs, e fatores genéticos
como SNVs em genes associados ao funcionamento do eixo HPA (146), e de vias de citocinas
(132) e serotonina (143).

Assim, é necessario compreender o efeito da interacdo entre efeitos ambientais e
genéticos no desenvolvimento de transtornos mentais (108). A expressdo “a genética carrega a
arma, mas o ambiente que a dispara” (145), indica que existe uma interpolacdo entre os fatores
de vulnerabilidade bioldgica que interagem com aspectos ambientais para aumentar o risco da

apresentacdo de transtornos mentais (108).
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A integracdo de ferramentas da epidemiologia e genética é conhecida como interacao
gene-ambiente (GxA) (147). A interagcdo GXA pode ser definida como um efeito diferente de
um genotipo no risco a uma doenga em pessoas com exposicdes ambientais diferentes (147).
Esse estudo pode levar a maior precisdo na avaliacdo das influéncias genéticas e ambientais
(247).

Sabemos que individuos com historico de ACEs apresentam alteracdes no eixo HPA na
infancia e na vida adulta, como a acentuacdo do feedback negativo levando a menores niveis
de cortisol (120). As SNVs também estdo relacionadas com o impacto no funcionamento do
eixo HPA (120). AlteracBes no eixo, como menores niveis de cortisol por sua vez aumentam a
vulnerabilidade a transtornos mentais, como os SEPT (120). Logo, analise estatistica de
mediacgéo entre variaveis é o0 ponto chave na compreenséo de tais interagdes (148).

A mediacdo € um modelo de analise de interacdo que denomina o impacto de um
antecedente causal nas varidveis de interesse (148). Em um exemplo de modelo de mediagéo
apresentado na Figura 2, observamos as ACEs e as variantes genéticas como variaveis
antecedentes, e as variantes genéticas e os SEPT como variaveis de consequéncia (148). Desta
forma, é esperado que as ACEs podem afetar os SEPT com a intervencdo das variantes
geneticas (148). O caminho dos ACEs aos SEPT sem passar pelas variantes geneéticas €
chamado de Efeito Direto (148). O caminho dos ACEs aos SEPT passando pelas variantes
geneticas é chamado de Efeito Indireto, que representa a influéncia significativa entre todas as

variaveis (148).
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Figura 2. Representacdo esquematica do modelo de mediacéo proposto por Hayes utilizando

a variavel adversidades na infancia no eixo X, variantes genéticas no eixo M e

sintomas de estresse pds-traumatico no eixo Y
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Justificativa

No mundo, o CCECP atingiu 715 mil pessoas, e no Brasil foi responsavel pela morte de
mais de 10 mil pessoas em 2020 (2). Além disso, a presenca de SEPT, ansiedade e depressao
nessa populagdo produzem grande demanda dos servicos e dos profissionais da salde, desta
forma a identificacdo e cuidados especializados poderdo atenuar o sofrimento psiquico dos
pacientes com CCECP. Além disso, a pandemia de COVID-19 impactou os servicos de salde,
resultando em atrasos em diagndsticos, tratamentos e programas de prevencdo em cancer,
possivelmente afetando a sobrevida e a satide mental dos pacientes com CCECP.

Até onde atinge nosso conhecimento, ndo ha estudos que avaliem caracteristicas
demogréficas, psicossociais e 0s SEPT em pacientes com CCECP e que relacionem as referidas
SNVs ao SEPT em pacientes com CCECP. Sendo a compreensao e avaliacdo da saide mental
de pacientes com CCECP de extrema importancia durante a experiéncia do cancer, e com
intuito de ampliar o conhecimento do impacto de SNVs na trajetdria de transtornos mentais em
pacientes com CCECP, nos pareceu interessante avaliar as diferencas entre os grupos, o0 impacto
das SNVs nos SEPT e a mediacédo entre ACEs, SNVs e 0os SEPT.
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar os SEPT de pacientes com CCECP antes e durante a pandemia de COVID-19.

Objetivos especificos

Verificar se ha diferenca nas caracteristicas sociodemogréaficas (idade, sexo, estado
civil, religido, renda mensal, habitos do tabagismo e do etilismo) psicolégicas (histdrico
de depressdo e adversidades na infancia) para pacientes com CCECP nos grupos pré-
pandemia e pandemia;

Verificar se as caracteristicas sociodemogréaficas influenciam os SEPT dos pacientes
com CCECP;

Verificar se as caracteristicas psicologicas influenciam os SEPT dos pacientes com
CCECP;

Verificar se os gendtipos das SNVs CRHR1 rs110402 (G>A), FKBP5 rs1360780 (C>T),
NR3C1 rs41423247 (G>C), IL1B rs16944 (T>C), IL6 rs1800795 (G>C), TPH1
rs1800532 (G>T) e HTR1A rs6295 (C>G) influenciam os SEPT dos pacientes com
CCECP;

Verificar o impacto da mediacao entre o historico de ACEs e as SNVs CRHR1 rs110402
(G>A), FKBP5 rs1360780 (C>T), NR3C1 rs41423247 (G>C), IL1B rs16944 (T>C), IL6
rs1800795 (G>C), TPH1 rs1800532 (G>T) e HTR1A rs6295 (C>G) nos SEPT dos
pacientes com CCECP.
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CASUISTICA E METODOS
Aspectos éticos

Todos os procedimentos inerentes ao estudo foram realizados ap6s a assinatura dos
pacientes com CCECP do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 3) que
aceitaram participar do estudo proposto. O nosso estudo teve inicio apds a aprovacdo do Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Prd-Reitoria de Pesquisa da Universidade de Campinas
(UNICAMP), pelo n° do CAAE: 11592918.7.0000.5404 (Anexo 4).

Populacgdo do estudo

De forma prospectiva, foram avaliados 155 pacientes com CCECP e atendidos no
Ambulatorio de Oncologia Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP, durante o periodo
de 3 de julho de 2019 a 5 de setembro de 2022. Devido a pandemia de COVID-19, houve uma
paralisacdo nas atividades de pesquisa de marco de 2020 a janeiro de 2022 (Figura 3).

Devido as restricdes da pandemia de COVID-19, as atividades em pesquisa no Hospital
de Clinicas da UNICAMP ficaram suspensas de marco de 2020, havendo a retomada das
atividades de pesquisa em fevereiro de 2022. Tal retorno foi possivel apds autorizagdo pelo
programa de Pds-Graduacdo, no qual o pesquisador seguiu as obrigacdes devidas de vacinas e
cuidados no Hospital.

Para a avaliacdo do impacto da pandemia de COVID-19 como um efeito estressor, nos
categorizamos 0s pacientes em dois grupos: pré-pandemia (n= 76) e pandemia (n= 79). O
fluxograma das atividades do projeto esta apresentado na Figura 3.

Foram incluidos no estudo os pacientes com CCECP localizado na cavidade oral,
orofaringe, hipofaringe, nasofaringe ou laringe; com tumores classificados em todos os estagios
(estagios TNM I, 11, 111 ou IV) e aqueles com idade superior a 18 anos.

Além disso, foram incluidos no estudo os pacientes que haviam sido diagnosticados com
CCECP ha mais de um més e menos de dois anos, de acordo com as normas da Associacao
Americana de Psiquiatria (APA) para avaliacdo dos SEPT-RC (69).

Os pacientes com alteracdes cognitivas, iletrados ou aqueles ndo fluentes em portugués,
ndo foram inseridos neste estudo.

Os pacientes que apresentaram quaisquer reagdes emocionais frente aos
questionamentos advindos da pesquisa, foram encaminhados para e equipe de psicologia, sendo

o0 pesquisador responsavel de realizar os devidos esclarecimentos ao profissional de psicologia.
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Figura 3. Fluxograma das atividades de pesquisa realizadas no Ambulatério de Oncologia do
Hospital de Clinicas da Universidade de Campinas. Apresentacdo dos grupos, datas
de inicio e término da coleta de dados e sangue, numero de pacientes, questionarios
aplicados, e coleta de sangue para genotipagem em pacientes com cancer de cabeca

e Pescogo
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Caracteristicas sociodemogréficas dos pacientes

Os dados relacionados as caracteristicas sociodemograficas: idade, sexo, estado civil,
orientacdo religiosa, ganho mensal, tabagismo, etilismo, historico de depressdo e impacto da
pandemia foram obtidos por meio de questionario especifico (Anexo 5). Para os dados de
pacientes colhidos durante a pandemia, houve acréscimo de: diagnostico de COVID-19 (sim
ou n&o), vacinacao para COVID-19 (sim ou ndo e numero de doses), necessidade de internacéo
ambulatorial ou em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) devido a COVID-19 (sim ou néo) e a
descricdo de atrasos durante a experiéncia do cancer devido a pandemia de COVID-19 (sim ou
ndo e descricdo dos atrasos) (Anexo 5).

A idade dos pacientes foi calculada no momento do preenchimento do questionario. O
sexo foi classificado como masculino e feminino. O estado civil foi classificado como solteiro,
divorciado, vilvo e casado (casamento civil ou unido estavel). A orientacdo religiosa foi
classificada como praticante de qualquer religido e ndo praticante (Anexo 5).

Para categorizacdo de pacientes com habitos do tabagismo e etilismo, utilizamos os
conceitos propostos por Freedman et al. (1996) (149) e Huang et al. (2003) (150),
respectivamente. Foram considerados fumantes aqueles que relataram o habito frequente de
tabagismo, ex-fumantes aqueles que cessaram o habito de tabagismo a pelo menos cinco anos
e ndo fumantes os que nunca possuiram tal habito (149). Os que nunca ingeriram bebida
alcoolica ou ingeriram menos de 20 drinques em toda a vida foram considerados nao etilistas,
e aqueles que ingeriram um ou mais drinques pelo menos uma vez por semana de forma regular
foram considerados etilistas (150). A definicdo de drinque foi a de uma lata de cerveja (355
mL), uma taca de vinho (148 mL) ou uma dose de bebida destilada (44 mL), de acordo com 0
padrdo estabelecido pelo Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos
(151). Para categorizacao do historico de depressao, foi classificado como sim 0s pacientes com
historico de depressdo diagnosticado por profissional da saide mental, uso de medicamentos
psiquiatricos e acompanhamento psicoldgico, ou ndo (Anexo 5).

As informacdes referentes a pandemia foram coletadas através do autorrelato dos
pacientes, sendo o diagnéstico de COVID-19 classificado em sim ou ndo, para vacinacdo para
COVID-19 foi classificado com nenhuma, uma, duas, trés, ou quatro doses, necessidade de
internacdo ambulatorial ou em UTI foi classificado como sim ou ndo, e atrasos durante a
experiéncia do cancer que abrangia inicio de sintomas do cancer, procura de servi¢os médicos

em seu municipio, realizacdo de exames de imagem e bidpsia, encaminhamento ao Hospital
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para acompanhamento e tratamento, foi formulada uma questdo aberta que foi categorizada a

partir das respostas dos pacientes (Anexo 5).

Aspectos clinicos e do tumor dos pacientes com CCECP

Os dados relativos a identificacdo de dados clinicos como localizacédo, diferenciacéo e
estagio do tumor e tratamento foram obtidos dos prontuarios de cada paciente pelo pesquisador
responsavel pelo estudo.

Para os pacientes com CCECP, foram descritos tumores na cavidade oral, orofaringe,
nasofaringe, hipofaringe ou laringe. Os graus de diferenciagdo do tumor foram bem,
moderadamente, pouco diferenciados e indiferenciados.

Avaliacdo do diagnostico de CCECP foi conduzido de acordo com o sistema TNM do
Comité Americano de Estagio do Cancer, assim como a OMS (10).

Como tratamentos foram considerados a cirurgia, quimioterapia, radioterapia, em
carater curativo ou paliativo (12). Os exames de imagem e anatomopatologicos foram
realizados no Hospital de Clinicas da UNICAMP.

Avaliacao dos sintomas de TEPT dos pacientes

Os SEPT foram identificados por meio do questionario PCL-C inclui 17 questbes
relacionadas a recordacfes aflitivas, comportamento de evitacdo e reatividade. A resposta de
cada pergunta utilizou uma escala de numeros que varia de um (nada) a cinco (muito), com
resultados variando de 17 a 85 pontos (Anexo 6). Vale comentar que o PCL-C foi adaptado e
validado para a lingua portuguesa (152).

Ao aplicar a escala, o pesquisador solicitou aos pacientes que respondessem todas as
questdes com referéncia ao momento do diagndstico de cancer, de forma que as “situacdes
estressantes do passado”, assim como os outros sintomas do questiondrio retomassem este
ponto no tempo.

Os critérios propostos pela APA atraves do DSM-IV para o diagnostico de TEPT que
podem ser avaliados por este questionario sdo: sintomas de intrusdo, caracterizados pela
presenca de um sintoma significativo nas questdes 1 a 5; sintomas de evitacao pela presenca de
trés sintomas nas questdes de 6 a 12; e de reatividade pela presenca de dois sintomas
significativos nas questdes 13 a 17 (152).

Os SEPT significativos foram definidos por pelo menos um sintoma de intrusdo (com

pontuacdo de 3 ou mais em pelo menos uma das cinco questdes), pelo menos trés sintomas de
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evitacdo (com pontuacdo de 3 ou mais em pelo menos trés das sete questdes), e pelo menos dois
sintomas de reatividade (com pontuacdo de 3 ou mais em pelo menos duas das cinco questdes).
Apresentar os 3 sintomas significativos por essa pontuacao (cluster) foi um indicativo de SEPT-
RC, enquanto apresentar 2 sintomas significativos foram considerados SEPT-RC parcial (69).

Pacientes de ambos 0s grupos (pré-pandemia e pandemia) responderam o PCL-C.

Avaliacéo das adversidades na infancia dos pacientes

As questbes referentes ao questionario das ACEs se encontram no questionario
sociodemogréfico (Anexo 3) e foram baseadas no modelo de Felitti et al., 1998 (103), de
adversidades anteriores aos 18 anos dos pacientes. A pontuacdo de ACEs foi dividida em trés
dominios baseadas em nove questdes: abuso sexual (uma questdo), que avaliou se um adulto
tocou ou tentou tocar o individuo sexualmente ou o forgou a realizar atividades sexuais; abuso
fisico/emocional (duas questdes), que avaliaram se 0s pais ou adultos que moravam com 0
individuo haviam os batido ou insultado; e disfungfes ambientais (seis questdes); que avaliaram
se 0 individuo havia morado com um adulto com depressdo ou com doencas mentais, problemas
com bebida, que usavam drogas ilicitas, que haviam sido presas, se 0s pais haviam se
divorciado, ou presenciaram violéncia doméstica entre os pais ou adultos que moravam na sua
casa. A cada resposta afirmativa foi somado um ponto, sendo categorizado entre dois pontos ou

mais como proposto por Kelly-Irving 2013 (153) para ACEs cumulativos.

Selecdo das SNVs

Uma abordagem de gene candidato foi aplicada para identificar as SNVs associadas com
a resposta ao estresse psicologico e saude mental. Entre os genes selecionados estdo 0 CRHR1,
FKBP5 e NR3CL1 do eixo HPA, que apresentam um papel vital na liberacdo de cortisol e o
mecanismo de feedback negativo (14, 16, 17, 24). Adicionalmente, o IL1B e IL6 foram
escolhidos devido seu envolvimento na resposta inflamatdria e sua associacdo com a
neurotoxicidade e estresse psicologico (20,21,25,26). Por ultimo, o TPH1 e HTR1A foram
incluidos devido seu papel crucial nas vias de neurotransmissao e sua associagdo com o bem-
estar psicologico (22,23). Subsequentemente, sete SNVs nesses genes, com uma frequéncia do
alelo ancenstral maior que 10% no 1000 Genomes Dataset, e com associacfes com estresse
psicolégico foram identificados. Foram incluidas trés SNVs em genes no eixo HPA CRHR1
rs110402 (G>A), FKBP5 rs1360780 (C>T), e rs41423247 (G>C), duas nas vias inflamatorias
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IL1B rs16944 (T>C) e IL6 rs1800795 (G>C), e duas nas vias de neurotransmissdo TPH1
rs1800532 (G>T) e HTR1A rs6295 (C>G).

Determinacao dos gendtipos das SNVs

O estudo molecular foi realizado em amostras de DNA de leucdcitos do sangue
periférico que foram obtidas por meio da puncdo venosa que foi realizada no Ambulatério de
Oncologia Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP, somente no primeiro encontro, ndo
se fazendo necessario obtencdo de amostras de DNA no seguimento da pesquisa. Nenhum
material adicional foi coletado.

A coleta de sangue foi realizada somente nos pacientes do grupo pré-pandemia (n= 76).
Devido as restricdes de espaco e pessoal no ambulatério de Oncologia referentes a pandemia
de COVID-19, néo foi realizada a coleta de sangue do grupo pandemia.

Extracdo do DNA

O DNA genbémico dos individuos inseridos no estudo foi obtido das amostras de
leucdcitos do sangue periférico por meio da técnica de extracdo de DNA com cloreto de litio e
proteinase K (154). Em cada amostra, a concentracdo do DNA foi determinada por meio do
espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). Até o momento da

genotipagem, o DNA foi armazenado a -20 °C.

Genotipagem das SNVs

Os genotipos das SNVs CRHR1 rs110402 (G>A), FKBP5 rs1360780 (C>T), NR3C1
rs41423247 (G>C), IL1B rs16944 (T>C), IL6 rs1800795 (G>C), TPH1 rs1800532 (G>T), e
HTR1A rs6295 (C>G) foram identificados por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real (RT) utilizando os ensaios com sondas TagMan® (Applied Biosystems®)
(ensaios n°%  C_2544843 10, C_ 8852038 10, C 86507873 10, C_ 1839943 10,
C 1839697 20, C 8940793 10 e C 11904666 10 respectivamente).

A PCR-RT foi realizada com a utilizacéo de cerca de 20 ng de DNA, de acordo com o
método recomendado pelo fabricante das sondas TagMan®. De forma sucinta, foram
adicionados 0,5 ul de SNV Genotyping Assay Mix 1X (que contém dois pares de sondas e dois
fluorocromos detectores: FAM® e VIC®), 5 ul de TagMan® Universal PCR Master Mix 1X,
que contém a AmpliTaqGold® DNA polimerase, desoxiribonucleotideos (dNTPs) e o tamp&o

com componentes otimizadores da reagdo e H.O para um volume final de 10 pl. As condigdes
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de amplificagdo consistiram na ativacéo inicial da AmpliTag Gold® a 95 °C por 10 minutos,
sequidos de 40 ciclos de incubacdo a 92 °C por 15 segundos e a 60 °C por 1 minuto. Os
resultados foram visualizados por meio do programa TagMan® Genotyper (Applied
Biosystems®) e a identificacdo dos trés possiveis genotipos (homozigoto ancestral, heterozigoto
e homozigoto variante) de cada SNV foi realizada (Figura 4).

Vale comentar que controles positivos (amostras genotipadas anteriormente com 0s
genotipos homozigoto ancestral, heterozigoto e homozigoto variante) e um controle negativo
(substituicdo da amostra de DNA por agua estéril) foram utilizados em todas as reagdes. Além
disso, 15% das amostras foram genotipadas em duplicata, como controle de qualidade do
procedimento.

Todos os procedimentos técnicos descritos foram realizados pela pesquisadora Dra.
Juliana Carron no Laboratério de Genética do Céancer da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP.
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Figura 4. Representacdo esquematica de um grafico de pontos com as distribuicdes dos
gendtipos de um dos polimorfismos estudados em cuidadores informais de
pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢o em cuidados
paliativos analisados pelo programa TagMan® Genotyper (Applied Biosystems®)
apos a reacdo em cadeia da polimerase. O alelo 1 (eixo X) e o alelo 2 (eixo Y)
representam o alelo variante e ancestral do polimorfismo, respectivamente. Os
circulos azuis, verdes e vermelhos representam, respectivamente, genotipos
homozigotos selvagens, heterozigotos e homozigotos variantes. O quadrado em

preto representa o controle negativo (4gua estéril) da reacéo
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Interagdo GxA

A interacdo GXxA foi examinada com objetivo de compreender a relacéo entre os SEPT,
as ACEs e as variantes genéticas. A varidvel SEPT foi o resultado da relagdo entre ACEs
(preditor) e as SNVs dos genes supracitados (mediador) (148). Os modelos de regresséo foram
realizados, com resultados dos efeitos direto (ACEs nas SNV5s) e efeitos indiretos (SEPT como
resultado entre ACEs e SNVs) (148). O efeito mediador foi quantificado por uma regresséo,
estimando SEPT através dos ACEs, sendo controladas pelas SNVs (148).

Analise estatistica

O banco de dados foi gerenciado por meio da plataforma on-line denominada
REDCap™ (redcap.fcm.unicamp.br), no qual todas as informagcdes obtidas foram armazenadas.

O tamanho amostral e poder estatistico foi calculado utilizando G*Power tool
(gpower.hhu.de). Para a avaliagcdo dos SEPT com um tamanho de efeito médio (155), (alpha=
0,05, poder= 0,80, e cinco preditores), com um tamanho amostral esperado de 92 pacientes.
Entretanto, devido a pandemia de COVID-19, a equipe de pesquisa foi impossibilitada de
coletar amostras de sangue dos pacientes durante este periodo. Desta forma, os resultados
referentes a genética sdo somente preliminares e alertam para avaliagdo com cuidado.

A homogeneidade das questdes dos questionarios de SEPT e depressdo foram avaliados
pelo calculo de coeficiente alfa de Cronbach, no qual coeficientes acima de 0.70 foram
considerados aceitaveis.

O teste de verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) foi realizado com o
intuito de verificar se ocorreu distribuicdo preferencial de algum dos genotipos das referidas
SNVs nos individuos do nosso estudo (156).

Inicialmente, a significancia estatistica das diferencas entre os trés grupos analisados foi
calculada por meio do teste qui-quadrado (x?) ou teste exato de Fisher e o teste de Mann-
Whitney, devido a ndo normalidade dos dados. Variaveis significativas com valor de p <0,10
da anélise bivariada foram incluidas na regressdo multivariada linear utilizando o método
backward.

Para realizar a analise de mediacdo proposta por Hayes (2013) (148) para interacao G x
A, foi utilizada o macro PROCESS. O modelo 4 para efeito de mediacédo foi calculado com
5.000 amostras de bootstrapping. Um intervalo de confianca de 95%, corrigido por viés nos

produtos das relacGes foram utilizadas para avaliar a evidéncia da mediag&o.
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Todas as anélises foram realizadas por meio do programa estatistico SPSS 21.0 (SPSS

Incorporation), e valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao dos estudos foram submetidos para publica¢do na revista
cientifica internacional Head & Neck com nimero de identificacdo ID number HED-23-1158,
no momento em processo de revisdo, e os dados podem ser consultados no artigo “Post-
traumatic stress symptoms in head and neck cancer patients: the impact of the COVID-19

pandemic and gene-environment interaction” (Apéndice 1).
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CONCLUSOES

No grupo total, pacientes com CCECP do grupo pré-pandemia, com renda mensal
abaixo de um salario-minimo, com histérico de depressdo e com ACEs apresentaram mais
SEPT.

No grupo pré-pandemia, pacientes com CCECP mais jovens e com ACEs apresentaram
mais SEPT.

No grupo pandemia, pacientes com CCECP com histérico de depressao, que declararam
um impacto negativo na experiéncia do cancer devido a pandemia de COVID-19 e em
tratamento paliativo apresentaram mais SEPT.

O genotipo CC do gene FKBPS5 (rs1360780, C>T) mediou em 30% a relagdo entre ACEs
e mais SEPT.
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Abstract

Backeground: This study aimed to assess the occurrence of post-traumatic stress symptoms
(PTS5) in head and neck cancer (HNC) patients. before and durning the COVID-19 pandemic.
Methods: 1553 HNC patients were assessed for PTSS. adverse childhood expeniences (ACEs).
genetic vanants. and the mediation analysis examined gene-environment interactions. Results:
Higher PTSS scores were associated with younger age, history of depression. cumulative
ACEs, and the negative impact of the pandenmic. Mediation analysis revealed that ACEs had a
direct impact on PTSS scores. with the CC genotype of the FEBPJ gene (151360780, C=T)
mediating this association by approximately 29%. Conclusions: Our findings provide msights
mto the psychosocial and genetic factors contributing to PTSS in HNC patients, considering
the additional stressors introduced by the COVID-19 pandenuc. Further validation through
larger studies could identify high-risk mmdividuals and gwde tailored psychological
mterventions for this vulnerable group.

KEYWORDS
head and neck cancer, COVID-19 pandenunc. post-traumatic symptom. adverse childhood

experience, gene-enviromment interaction
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1| Introduction

The diagnosis of head and neck cancer (HNC) continues to present sigmificant physical and
psychosocial challenges. imposing a substantial psychosocial burden on both patients and their
famuly caregivers.! This experience also increases patients’ vulnerability to mental disorders.!
with up to 40% of HNC patients experiencing symptoms of sadness, hopelessness, and sleep
and eating disturbances.’

Post-traumatic stress symptoms (PT5S) can develop after expenencing a traumatic
event, such as a cancer diagnosis.! Its most common symptoms include intrusion. avoidance,
and hyperarousal.! which can affect patients’” mood and cognition.' However. only a subset of
cancer patients develop PTSS.! Studies have shown that among HNC patients, PTSS occurs in
approximately 11%, with rates ranging from 3% to 19%°® Therefore. variations in
susceptibility to mental disorders among cancer patients could be influenced by a combination
of environmental factors such as prior life stressors or trauma.” biological events.! and genetic

factors.!?

Adverse childhood expeniences (ACEs). which can include physical. sexual, and
emotional abuse, as well as a distressing family environment, have been linked to an increased
susceptibility to PTSS following stressful life events such as a cancer diagnosis.®

PTSS has been linked to disruptions mn the functiomng of the hypothalanuc-privitary-
adrenal (HPA) axis.!' a complex system that involves key proteins such as the receptor of
corticotropin-releasing hormone type 1 (CEHEL), FKBP prolyl 1somerase 5 (FEKBP3), and
nuclear receptor subfanuly 3 group ¢ member 1 (NR3C1).!! Dysregulation of the HPA axis
appears to increase inflammation,'? potentially lead to sickness behaviors such as cognitive
dysfunction. fatigue, and depression in HNC patients under chronic stress.’® Inflammatory
cytokines, including interleukin 1p (IL1B)** and 6 (IL6)." can disrupt the negative feedback
loop of the HPA axis. leading to resistance to cortisol and influencing the synthesis. release.
and reuptake of neurotransmitters such as serotonin (3-HT).!* These changes can lead to
impulsivity, depression. and exacerbation of PTSS in cancer patients.'*!”

Single nucleotide varants (SNVs) can impact the expression of genes and proteins
linked to the HPA axis and its receptors.'! suggesting that genetic factors may have a role mn
regulating inflammatory’*"* and neurobiological pathways.!*!°

The COVID-19 pandemic has recently impacted cancer services, resulting 1 reduced
diagnoses, treatments, and prevention programs due to pandemuc restrictions, potentially
affecting the survival of cancer patients.'® In addition. for some patients, COVID-19 has been
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a more pressing concern than their cancer diagnosis.!’ increasing the rates for mental
disorders.!’

Our research ammed to evaluate the prevalence of PTSS m patients with HNC both
before and dunng the COVID-19 pandenuc. We also assessed the associations between PTSS
and demographic and psychological characteristics and the following SNVs: CRHRT 15110402,
FEBP3 151360780, NR3CI 141423247 ILIB 516944 116 151800795, TPHI rs18005332, and
HTRI1A 156295, Additionally. we sought to understand the potential mediating factors of ACEs
and genetic factors on PTSS.

2 | METHODS

2.1 | Study population

This 1s prospective research that evaluated 155 HNC patients at the Clinical Oncology Service
of the Unmiversity Hospital between June 2019 and September 2022,

Due to the COVID-19 pandemic. the research was suspended from March 2020 to
January 2022. To account for the impact of the COVID-19 pandenuc as a significant stressor
for the patients, we categonzed them mto two groups: pre-pandemic (n= 76) and pandenuc (n=
T9) groups.

2.2 | Sociodemographic questionnaire
The sociodemographic questionnaire used in this study obtained individual information such
as age. sex (male or female), mantal status (mamried. common-law marmage, divorced,
widowed, or single). religious belief (ves or no), monthly mcome (equal to or less than one
miminam wage, or more), smoking and drinking habits (yes. former or no), and previous
history of depression that encompass prior use of psychiatric medication and psychological
assistance (ves or no) for both pre-pandenuc and pandenic groups.

For the pandemic group. additional information regarding COVID-19 vaccines (yes or
no, and number of doses), COVID-19 diagnosis (yes or no), and whether the pandemic affected
their cancer experience (yes or no) was also collected using a questionnaire designed by the

researchers.

2.3 | Tumor and treatment information
Assessment of HNC diagnosis and stage was conducted according to the TNM system of the
American Joint Commuttee of Cancer Staging. as well as the World Health Organization '®

using data collected from patients” medical records. The study mncluded tumors located 1n the
4
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oral cavity, oropharynx, hypopharynx, nasopharynx, and larymx To analyze PTSS, the
inclusion criteria for this study were patients diagnosed with HNC witlun a tume range of two
months to two years after the diagnosis.® The information on treatment and tumor recurrence

was obtaimned from medical records.

2.4 | PTSS guestionnaire

The PTSS Checklist Crvilian Version (PCL-C) was translated and validated for the Brazilian
population by Berger et al. (2004)." This questionnaire evaluated distressing memories,
avoidance, and hyvpervigilance behaviors that impacted the mdividual’ s well-being in the last
month. The PCL-C consisted of 17 questions. with a score ranging from 17 to 85 points. Each
question was rated on a scale from 0 (not at all) to 3 (extremely). The questionnaire was divided
mto three cnitenia: intrusion (questions 1-3), avoidance (questions 6-12). and hypervigilance
(questions 13-17). A cut-off score of more than 44 points indicates the presence of PTSS 1n the
adult population ®

2.5 | ACE guestionnaire

Childhood trauma was assessed by an adapted version of the ACE questionnaire *° through
mne dichotomous “yes” or “no” questions, and the travma must have occurred before the age
of 18.*! The ACE score was divided mnto three domains based on the nine questions: sexual
abuse (one question), physical/'emotional abuse (two questions). and household dysfunction
(six questions).’! The cut-off point for presence of cumulative ACEs was considered positive

. ™5
responses for two or more questions. >’

2.6 | Selection of SNVs

A candidate gene approach was used to identify SNVs linked to psychological stress and
mental health. Selected genes included CRHRI. FKBPS. and NR3CI in the HPA axis ' ILIB
and JL6 in the inflammatory response.'*"* and TPHI] and HTRIA in neurotransmuission.'*!
Seven SNVs were identified from these genes, with a nunor allele frequency above 10% 1n the
1000 Genomes dataset and known or hypothesized associations with mental distress outcomes.
These SNVs encompassed three in HPA axis genes: CRHRI 13110402 (G=A). FKEPS
rs1360780 (C=T), and NR3CT 1541423247 (G=C); two in inflammatory pathway genes: ILIB
1316944 (T=C) and IL6 rs1800795 (G=C); and two in neurotransmission pathway genes: TPH]
rs1800532 (G=T) and HTRIA4 16295 (C=G).
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2.7 | Genotyping

Due to pandemuc-related health restrictions 1 the Clinical Oncology Service, blood samples
for genetic analysis were exclusively collected from the pre-pandemic group. The leukocytes
of participants were used to 1solate DNA. and the genotypes of the studied SNV's were obtained
via polymerase chain reaction using TagMan® assays (CRHRI 15110402 (G=A):
C 2544843 10, FKEPS 11360780 (C=T): C_8832038 10, NR3CI 1s41423247 (G=C):
C_86507873_10, ILIB 1s16944 (T=C). (C_1839943 10, IL6 1s1800795 (G=0O):
C_1839697 20, TPHI rs1800532 (G=T): C_8940793_10, and HTRIA 136293 (C=G):
C 11904666 _10. Applied Biosystems®) following the manufacturer’s instructions. Quality
control mvolved genotyping 10% of the samples twice in two mdependent reactions, and no

discordant genotypes were observed.

2 8 | Gene by environment (G = E) interaction

G = E interaction was mvestigated to enhance comprehension of the connection between
genetic background, ACEs. and PTSS. In thus analysis, SNVs on the examined genes acted as
mediators 1 the relationship between ACEs (independent vanable) and PTSS (dependent
variable).”* Regression models were executed by using the PROCESS script, yielding direct
effects (ACEs on PTSS) and indirect effects (ACEs through SNVs to PTSS).%

2.9 | Statistical analysis

Sample size and statistical power were calculated vsing the G*Power tool (gpower. hhu. de).
For PTSS evaluation with a medium effect size” (alpha= 0.05. power= 0.80, and five
predictors), an expected sample size of 92 patients was deternmned. However, due to the
COVID-19 pandemuc, blood samples from pandemic group patients couldn’t be collected.
making genetic results prelininary and requiring careful evaluation.

Homogeneity of PTSS questionnaire items was assessed via Cronbach’s alpha
coefficient, with coefficients above 0.70 considered acceptable.

Hardy-Wemberg (HW) equilibrium was tested using the chi-square (3°) statistics for
the goodness-of-fit test.

Group comparisons employed ¥ or Fisher's exact test and Mann-Whitney test due to
non-normality assumptions. Significant variables with p== 0.10 from bivariate analysis entered
a lmear multivariable regression using the backward method.

To perform the mediation analysis proposed by Hayes (2013)* for the G = E
mteraction, the PROCESS macro was used. Model 4 for mediation effect was calculated with

i
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3,000 bootstrapping resamples. A 93% bootstrap confidence mterval (CT). bias-corrected for
the product of these relations, was used to evaluate the evidence of mediation. The mediating
effect was quantified through a regression coefficient. standard error (SE). 95% CI. and p-
value

All statistical tests were two-sided, and significance was considered when p values were
= 0.05. 5P55 21.0 software (SPS5S Incorporation) was used to conduct all analyses.

3| RESULTS

31 | Sociodemographic characteristics

The median age of all patients was 60 vears (range: 30-87 vears). Most HNC patients were
male (83.9%), and were cumrent or former smokers (86.3%). or donkers (83.2%).
Approximately half of them were marmed (48.4%) and eamed equal to or less than one
mimmum wage (31.0%). Only a small proportion of the HNC patients had a history of
depression (14.2%) (Supplementary Table 51).

There were no differences in age, sex. marital status, monthly mcome, smoking and
drnking status, and history of depression between the pre-pandemic and pandemic groups.
However, the percentage of patients who declared no religious belief was higher i the
pandemic group than in the pre-pandemic group (19.0% vs. 6.6%. p= 0.03, post hoc power
analysis= 0.60) (Supplementary Tahle S1).

Among the patients in the pandemic group (n= 79). the majority (93.6%) recerved two
or more doses of the COVID-19 vaccine. Ten patients (12.7%) were diagnosed with COVID-
19, and one of them (1.0%) required mntensive care. Most patients (64.6%) reported that the
pandemic did not have any impact on their cancer experience (Supplementary Tahble 52).

3.2 | Tumor and treatment characteristics
The median time diagnosis was mne months. Around half of the 153 patients with HNC had
mmeors located in the pharynx (53.6%). The majority of the mumors were in the advanced TINM
stage (II or IV) (95.4%). Most of the patients recerved treatment with radiotherapy and
chemotherapy (67.1%) and did not expenence tumor recurrence (76.8%) or requure palliative
care (68.4%) (Supplementary Table 53).

There were no differences in time diagnosis, tumor location. TINM stage, and type of
treatment between the pre-pandemic and pandemic groups (Supplementary Tahble S3).
However, patients treated during the pre-pandemic period had a higher incidence of tumor

recirrence (35.3% ws. 11.4%. p= 0.001, post hoc power analysis= 0.94) and received more
7
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palliative treatment (43 4% wvs. 20.3%, p= 0.002, post hoc power analysis= 0.83) than those
treated dunng COVID-19 pandenuc (Supplementary Tahle S3).

3.3 | PTSS assessment
Cronbach’s alpha coefficient showed homogeneity of the mdividual questions on PCL-C
questionnaire and its domains (intrusion. avoidance, and hypervigilance). The coefficients
ranged from 0.72 to 0.91 (Supplementary Table S4).

The median PCL-C score was 27.0. Patients assessed durning the pre-pandemic period
had a higher PCL-C score compared to those i the pandemic group (30.0 vs. 24.0, p= 0.03,
post hoc power analysis— 0.60, Table 1). The categonzed PTSS (more than 44 pomts as a
cutoff) were more frequent i patients diagnosed with HNC in the pre-pandenmc peniod
compared to those diagnosed during the pandenuc period (22.4 vs. 10.1, p= 0.04. post hoc
power analysis= (.60, Table 1). The COVID-19 pandemic period was included i the

multivanate analysis.

3.4 | ACEs assessment

Around one-quarter (26.5%) of the patients reported expeniencing two or more traumas dunng
childhood. While most patients (96.8%) reported no sexual abuse. nearly 30% reported
experiencing some form of physical or emotional abuse, and approximately half of the patients
(34.8%) expenienced household dysfunction There were no differences in the frequencies of
abuses between the pre-pandemic and pandemic groups (Table 1).

3.5 | Genotyping

The frequencies of the genotypes for the studied SNVs are presented in the Supplementary
Tahle S5. The HW equilibrium was confirmed for this group at CRHRI 15110402 (3°= 0.23.
p=0.63). FKBP5 151360780 (°=0.78. p=0.37). NR3CI rs41423247 (y’=1.14, p=028)_ILIB
1516944 (= 0.07, p= 0.79), IL6 151800795 (y*= 1.14, p= 0.28). TPHI 151800532 (= 0.12,
p="0.72). and HTRIA 156295 (= 0.001, p= 0.97).

3.6 | PTSS and sociodemographic and tumor characteristics

Patients who recerved less than or equal to one mummmum wage (30.0 vs. 24.0, p= 0.008). with
history of depression (39.0 vs. 25.0, p= 0.001), with tumor recurrence (32.5 vs. 25.0, p=0.03)
and those who recerved palliative treatment (33.0 vs. 23.0. p= 0.01) had higher PTSS scores
than others (Table 2).
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Considenng the pre-pandemic group. patients aged less than or equal to 60 years (33.5
vs. 27.0, p= 0.01) and those with history of depression (39.0 vs. 29.0, p= 0.04) presented more
PTSS than others (Table 2).

Considenng the pandemic group, patients who were female (33.0 vs. 23.0, p= 0.03).
recerved less than or equal to one nummum wage (28.0 vs. 23.0, p= 0.05). and those with
history of depression (39.0 vs. 23.0. p= 0.01) presented higher levels of PTSS than the others
(Table 2).

3.7 | PTSS and ACEs
Patients who reported experiencing two or more ACEs had higher PTSS scores than others in
both the total patient group (31.0 vs. 24.0, p= 0.001) and the pre-pandemic group (39.0 vs.
27.0, p=0.004) (Table 2).

Moreover, HNC patients who reported experiencing sexual abuse (total group: 53.0 vs.
26.0, p= 0.03, pre-pandemic group: 37.0 vs. 29.5, p= 0.03) and physical or emotional abuse
(total group: 30.0 vs. 25.0, p= 0.01. pandemic group: 29.5 vs. 23.0, p= 0.04) had sigmficantly
higher PTSS scores (Table 2).

3.8 | PTSS and SNVs

The genetic vanants of CRHRI] 15110402 (G=A), FEKEFS 11360780 (C=T), NR3CI

rs41423247 (G=C). ILIB 1516944 (T=C). IL6 151800795 (G=C), and TPHI 151800532 (G=T)

did not appear to influence PTSS in our sample of the pre-pandemic group (Table 2).
However, patients with the HTRI4 CC or CG genotypes (rs6293) had a higher PTSS

score compared to others (CC or CG: 32.0 vs. GG: 21.0, p= 0.04) (Table 2).

3.9 | Multivariate analysis
The previous significant variables and those having p= 0.10 were included 1n the multivarate
analysis. The analysis showed a sigmificant association between higher PTSS scores with HNC
patients in the pre-pandemic group (f= 4.21. p= 0.02). those with lower mncome (f= 4.83, p=
0.01). history of depression (f= 8.27, p= 0.003). and ACEs (p= 5.83, p= 0.008) (Tahle 3).

In the analysis of HNC patients from the pre-pandemic peniod. we verified that patients
with younger age (p= 6.62. p= 0.02) and those who experienced ACEs (f= 10.02, p= 0.001)
exhibited higher PTSS scores compared to other patients (Table 3).

Among the patients assessed during the pandemic period. those with history of
depression (= 11.42, p= 0.001). who reported an mmpact of the pandemic on cancer treatment

9
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(= 6.61, p= 0.007), and those receiving palliative treatment (p= 6.33. p= 0.02) had
significantly higher PTSS scores compared to other patients (Tahble 3).

310 | G x E interaction
The mediation model mdicated an association between physical and/or emotional childhood
trauma and PTSS (coefficient 7.64, SE: 3.50, p=0.03), as well as with FEEP5 rs1360780 SNV
(coefficient -0.42, SE: 0.16, p= 0.01). Thus SNV was also found to have a connection with
PTSS (coefficient 5.15, SE: 2.35, p= 0.03) (Figure 1). In addition. the mediation analysis
demonstrated that childhood abuse (physical and/or emotional) directly influenced patients’
PTSS score (coefficient: 9.81. SE: 3.56, CI 93%: 2.72 to 1691, p= 0.007), with an added
mdirect effect of FKBP5 rs1360780 SNV (coefficient: -2.16, SE: 1.52, CI: -5.82 to -0.04)
(Supplementary Table 56). The FKEPY SNV vaniable mediated around -22.0% of the
relationship between childhood abuse and PCL-C score (Figure 1).

We 1dentified no mnteractions between ACEs, PTSS, and the genotypes of the other
studied SNVs (Supplementary Tahle 56).

4. | DISCUSSION

The present study evaluated the differences on sociodemographic, psychosocial. and genetic
characteristics of HNC patients prior and during the COVID-19 pandemic, and its association
with levels of PTSS.

We observed a higher frequency of religious belief in the pre-pandemic group compared
to the pandemic group. Among HNC patients, active spirimal well-being and religiosity have
been linked to lower levels of appearance concerns and higher quality of life following HNC
surgeries.”* However, during the pandemic. religious institutions have been closed. which
could have had an impact on patients” spiritual health during this period.*

In the pre-pandemic group, tumor recurrence and palliative treatment were more
frequent compared to the pandemic group. Although a task force was established in our
outpatient clinic to mitigate the pandemic's impact on treatment imtiation and medical
appomtments.'® a decrease in procedures like surgeries and imaging tests at our institution may
have affected the identification of cancer recumrence durmng the pandemuc, leading to fewer
patients experiencing nunor recumrence and recerving palliative treatment.

Simular to the Brazilian population, most HNC patients were vaccinated for COVID-
19.%% Furthermore, in accordance with a previous report.”’ approximately one third of our

patients indicated a negative umpact of the pandemuc on their cancer expenience.
10
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We observed that 73.5% of HNC patients exhibited at least one ACE. which 1s
consistent with a report in an adult Brazilian population®® and a lower proportion than in a study
mvolving other HNC patients (95.5%). This discrepancy might be attributed to differences in
evaluation methods.* However. our results align with their findings regarding the prevalence
of ACEs in the sexual (1.9%) and emotional (15.2%) domains *°

For the all patients, the prevalence of expeniencing three or more symptoms (cluster) of
PTS5 was 24 3%. In addition, 16.1% of our patients presented PTSS when considering the cut-
off score (more than 44 powmts). Sinular to the literature, the use of the cut-off score method
yields a lower rate of PTSS in comparison to the symptom cluster method.*® Our PTSS results
for HNC patients are higher than on studies with HNC patients such as 11.9%* and 12.9%.°
Most of our patients presented with advanced tumor stage (81.9%). whereas other studies
reported prevalence rates of 62.0% and 14.9%, respectively.*® We also identified higher rates
of tumor recurrence (23.2%) compared to another study involving HNC patients (16.7%).°
Additionally. our research spanned patients from one month after diagnosis to 24 months, m
contrast to the other studies, which examined patients from diagnosis to four months * or with
a mean follow-up of six years post-diagnosis.®

We explored factors m HNC patients that could potentially influence PTSS.
Surpnisingly, we observed higher PTSS levels in pre-pandemic patients compared to those
during the pandemic. This difference mayv be due to pandenuc-related secondary gains,
including reduced social 1solation (less stigma and shame) and mask use (addressing aesthetic
concerns), potentially enhancing psychosocial well-being ' For the total group. as seen on the
literature. lower income has been linked to PTSS in cancer patients’ due to financial constraints
on patients’ health care. History of mental disorders prior to trauma 1s also known to be
associated with higher PTSS in the cancer population,’ including during the pandemic.** and
among HNC patients.® This result suggests that preexisting psychiatric diagnosis and treatment
exacerbate comorbid depression symptomatology due to cancer-related distress. leading to
PTSS.! Moreover, patients with a history of maltreatment and exposure to dysfunctional
environments exhibit higher nisk factor behaviors. such as smoking, drinking. and engaging in
unprotected sex (HPV infection). increasing the risk of HNC 3

For the pre-pandemic group. younger cancer patents have reported elevated PTSS

levels 17

as older patients tend to handle the diagnosis., mtimacy concerns. and fear of
recurrence more effectively ™ It has been suggested that younger cancer patients also face
fewer medical crises and life-threatening situations, but encounter more msurance and
employment issues, leading to higher distress compared to older patients ** Furthermore, ACEs
1
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were also linked to hagher PTSS scores i the pre-pandemic group. This emphasizes the
significance of evaluating the history of mental disorders, their treatment. and outcomes for
HINC patients.*® as they could potentially coexist as comorbidities with PTSS.

For the pandemic group, history of mental disorders i cancer patients during the
pandemic also increases the nisk of several mental disorders, including PTSS. psychological
distress. and traumatization.!” and it appears to mmpact PTSS levels in the pandemic group.
Durning the pandemic, most challenges faced by cancer patients were associated with fears of
the pandemic_ delays in diagnosis and treatment. and concerns about cancer recurrence !’ In
addition. only a few cancer patients sought psychological assistance.!” resulting in a 87%
decrease in attendance of cancer patients at our institution during the pandemic’®’ This
reduction resulted in fewer screenings and evaluations for mental health disorders®’ and
reduced the number of patients receiving palliative care as a potential treatment option.
Consistent with our findings, patients who reported a negative impact of the pandemic on their
CANCeT eXperience were more susceptible to presenting PTSS 2

In the G = E analysis for the pre-pandemic group. having CC genotype for the FEKEPY
gene (rs1360780, C=T) seems to mediate the relationship between childhood physical and
emotional abuse and lower PTSS in our HNC patients. This 1s the first study to observe this
association on HNC patients. Due to the smaller mumber of individuals included in the G = E
analysis, these results are preliminary and require confirmation in a larger sample. The FKBP3
protein plays a crucial role in the stress response system by forming the GR complex.®
Elevated FEBP3 levels decrease the binding affinity of GR to GC. functioning as a regulator
for the negative feedback system. leading to higher GR. resistance *® Among FKBPS SNVs,
rs1360780 is the sole functional variant, located in intron 2 within an enhancer region.”® The T
allele vaniant 1s associated with higher protein expression due to its strong interaction with
mtronic glucocorticoid receptor elements and transcription elements. unlike the ancestral C
allele ** In two meta-analyses. non-cancer individuals carrying the T variant allele of SNV
1360780, who were exposed to childhood abuse, exhibited an elevate risk for PTSS. 34
Therefore. the C allele could be regarded as a protective allele,'® offering defense against
mental disorders such as PTSS. particularly in individuals with history of ACEs.*®

4.1 | Clinical implications

A comprehensive psychological assessment that encompasses the evaluation of childhood

maltreatment history, history of mental illness, the subjective dimensions of the emotional

unpact of a cancer diagnosis, and the utilization of screening methods that address PTSS could
12
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contribute to identify patients in early distress. Furthermore, patients with cancer recurrence
and mitiating palliative treatment should be reevaluated, as these factors seem to enhance
psychological distress and PTSS. The outcomes of our study have the potential to enhance the
comprehension of patients’ cancer expenience and to identify individuals at an increased nisk
for PTSS.

4.2 | Study limitations

In tlus study, there are certamn limitations that must be considered. Firsily, the assessment of
PTSS was based on the DSM-IV criteria. while the criteria for PTSS i DSM-V underwent
several changes. As the relevance of DSM-V evaluation for HNC patients 1s unknown, our
findings provide valuable data concerming PTSS in HNC patients within the first two vears
after the cancer diagnosis. Secondly, due to the pandemuc’s constramnts on space and staff in
our outpatient clinic, blood samples for genetic analysis were only collected from patients in
the pre-pandemic group. and restraints on surgery and imaging tests duning this period were
reduced. which could lead to fewer cancer recurrence identification and referral to palliative
treatment. Lastly, our data were gathered from a single cancer center. potentially limiting the
generalization of results. The assessment of patients dunng the pandemic was a strength,
considering the scarcity of studies investigating the emotional mmpact of cancer diagnosis
during the pandemic for HNC patients. However. the small sample size demands careful
consideration when interpreting the outcomes.

5| CONCLUSIONS

The results of this study highlight the presence of PTSS among our HNC patients, both prior
to and during the COVID-19 pandemic. We observed that vounger age, having a lower income,
listory of depression, cumulative ACEs and being negatively impacted by the pandenuc
collectively contribute to alterations in PTSS levels. Furthermore, the imnteraction between
genetic background and history of childhood abuse appears to mediate PTSS levels.
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TAELE1

Assessments of post-traumatic stress symptoms and adverse childhood

experiences in 155 patients with head and neck cancer in the pre-pandemic and pandemic

groups
Groups
Median or N (Interquartile range or %)
Variable
Total Pre-pandemic Pandemic®
N=155 N=T6 N=T9
PCL-C® guestionnaire score 27.0(18.0) 30.0 (20.0) 24 0(14.00
p-value 0.03*
PTSS®
= 3 symptoms 117 (75.5) 57 (75.0) 60 (75.9)
= 3 symptoms 38 (24.5) 19 (25.0) 19 (24.1)
p-value 0.89
= 44 ponts 130 (83.9) 39 (77.6) 71 (89.9)
= 44 ponts 25 (16.1) 17(22.4) g(10.1)
p-value 0.04f
Cumulative ACEs*
=2 ACEs 114 (73.53) 32(68.4) 62 (78.3)
=2 ACEs 41 (26.5) 24 (31.6) 17 (21.5)
p-value 0.15
Sexual abuse domain
Yes 5(33.2) 4(5.3) 1(1.3)
No 150 (96.8) T2 (94.7) T8 (98.7)
p-value 0.20
Physical/emotional abuse domain
Yes 43 (27.7) 19 (25.0) 24 (30.4)
No 112 (72.3) 57 (75.0) 55 (69.6)
p-value 0.45
Household dyvsfunction domain
Yes 85 (54.8) 47 (61.8) 3B (48.1)
No 70 (45.2) 29 (38.2) 41 (51.9)
p-value 0.08




"Pandemic: COVID-19 pandemic. "PCL-C: post-traumatic stress disorder checklist
civilian version. “PTSS: post-traumatic stress symptoms. “ACEs: adverse childhood

experiences. Post hoc power analysis: %0.60, 0.60

18

83



84

TABLE2  Associations between the median score of post-traumatic stress symptoms and
sociodemographic factors, tumor characteristics, adverse childhood experiences, and genotypes of single
nucleotide variants in genes related to the hypothalamus-pituitary-adrenal axis, mnflammatory pathways,
and serotonun pathways in head and neck cancer patients. stratified by pre-pandemuc and pandemuc

groups
Post-traumatic stress symptoms score
Median (Interguartile range)
Variable
Tatal Pre-pandemic Pandemic®
N N N
N=155 N=T76 N=T79
Mean age
= 60 vears 83  200(16.0) 46 33.5(200) 37 23.0(16.0)
= 60 years 72 240(15.0) 30 27.0(17.0) 42 240(15.0)
p-value 016 0.01 0.30
Sex
Male 130 2501200 62 30.0 (20.0) 68  23.0(12.0)
Female 25 3001200 14 28.0(22.0) 11 33.0(12.0)
p-value 0.20 0.78 0.03
Marital status
Marnied 81 2501000 34 295 (21.0) 47 23.0(10.0)
Others" 74 290(18.0) 42 30.0(19.0) 32 240(18.0)
p-value 032 0.81 0.54
Religious belief
Yes 135 26.0(13.0) 71 30.0 (20.0) 64  235(13.0)
No 20 295(20.00 3 29.0(16.0) 15 31.0(20.0)
p-value 088 029 021
Monthly income
= 1 minimum wage 79 30.0(19.) 36 32.0(18.0) 43 28.0(19.0)
= 1 minimum wage 76 24.0(10.0) 40 255 (20.0) 36 23.0(10.0y
p-value 0.008 0.06 0.05
Smoking hahit
Yes or former 134 26.0(14.00 64 290 (19.0) T0O 0 235(14.0)
No 21 30.0(18.0) 12 325(32.0) 9 28.0(18.00
p-value 0.53 0.38 095
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Drinking habit
Yes or former
No
p-value

History of depression
Yes
No
p-value

Pandemic impact
Yes
No
p-value

Tumor location
Pharynx
Others"
p-value

TNM stage system
Torl
T or IV
p-valus

Tvpe of treatment
With surgery
Others®
p-value

Tumor recurrence
Yes
No
p-value

Palliative treatment
Yes
No
p value

Cumulative ACEs*
<2 ACEs

129
26

133

g3
72

148

43
112

36
119

49
106

114

26.0 (16.0)
29.0 (14.0)
0.76

39.0 (28.0)
25.0 (11.0)
0.001

NA

27.0 (16.0)
26.0 (12.0)
0.32

34.0 (NA)
26.5 (16.0)
0.29

24.0 (15.0)
28.5 (13.0)
0.38

32.5 (18.0)
25.0 (13.0)
0.03

33.0 (19.0)
25.0 (12.0)

0.01

24.0 (16.0)

60
16

11
63

43
33

72

23
33

27
49

33
43

30.0 (20.0)
29.5(19.0)
0.44

39.0 (29.0)
29.0 (20.0)
0.04

NA

30.0 (23.0)
29.0 (18.0)
0.57

47.0 (34.0)
29.5(19.0)
0.13

25.0 (18.0)
30.0 (19.0)
0.37

33.0 (16.0)
29.0 (23.0)
0.24

33.0(18.0)
29.0 (21.0)

0.36

27.0(27.0)

69
10

39

70

16
63

62

23.0 (16.0)

28.0 (14.0)
0.75

39.0 (28.0)
23.0 (11.0)
0.01

32.5(23.0)
23.0 (8.0)
0.08

24.0 (16.0)
23.0 (12.0)
0.39

22.0 (NA)
24.0 (16.0)
0.95

23.5(15.0)
24.0 (13.0)
0.74

29.0 (18.0)
23.0 (13.0)
0.28

31.5(19.0)
23.0 (12.0)
0.02

23.0 (13.0)
20
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=2 ACEs 41
p-value

Sexual abuse

Yes 3
No 150
p-value

Physical/emotional abuse

Yes 43
No 112
p-value

Household dysfunction
Yes 85
No 70
p-value

CRHRI rs110402 (G=A)
GG
GA or AA
p-value
GG or GA
AA
p-value
G allele
A allele
p-value

FKBP5 rs1360780 (C=T)
cc
CToerTT
p-value
CCor CT
T
p-value
C allele
T allele

p-value

31.0 (22.0)
0.001

55.0 (37.0)
26.0 (18.0)
0.03
30.0 (23.0)
25.0 (17.0)
0.01
29.0 (19.0)

24.0 (17.0)
0.21

NA

NA

NA

NA

NA

NA

24

72

19
57

47
29

20

56

60
16

80

T2

26

50

66

10

60

39.0 (18.0)
0.004

57.0 (33.0)
29.5 (19.0)
0.03

36.0 (29.0)
29.0 (19.0)
0.10

33.0 (20.0)
25.0 (18.0)
0.07

28.0 (15.0)
30.0 (22.0)
0.51
30.0 (19.0)
29.0(38.0)
0.54
30.0 (18.0)
29.5 (28.0)
0.44

25.5(19.0)
32.5(18.0)
0.16
29.5 (20.0)
32.5(23.0)
0.21
29.0 (20.0)
32.5(18.0)
0.11

17

38
41

30.0 (15.0)
0.07

NA
24.0 (15.0)
0.70
295 (18.0)
23.0 (13.0)
0.04
25.0 (14.0)

24.0(17.0)
0.72

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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NR3CT rs41423247 (G=C)
GG
GC or CC
p-value
GG or GC
cC
p-value
G allele
C allele
p-value
ILIB rs16944 (T=C)
T
TC or CC
p-value
TT or TC
CC
p-value
T allele
C allele
p-value
IL6 rs1800795 (G=C)
GG
GC or CC
p-value
GG or GC
cC
p-value
G allele
C allele
p-value
TPHI rs1800532 (G=T)
GG
GTor TT

p-value

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

45
31

74

119
33

29
47

93
59

41

35

73

114
38

39
37

29.0 (20.0)
30.0 (25.0)
0.94
29.5 (19.0)
41.5 (NA)
037
29.0 (19.0)
30.0 (27.0)
0.75

30.0 (21.0)
26.5 (19.0)
0.83
30.0 (21.0)
30.0 (19.0)
0.25
30.0 (20.0)
29.0 (19.0)
045

29.0 (18.0)
33.0 (26.0)
0.11
30.0 (20.0)
20.0 (NA)
0.15
30.0 (19.0)
30.0 (24.0)
0.40

28.0 (20.0)
32.0(22.0)
0.19

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

2
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GGor GT 69 30.0 2000y
NA NA
T 7 200(9.0)
p-value 0.74
G allele 108 295 (20.0)
NA NA
T allele 44 30,0 (22.0)
p-value 0.38
HTRIA rs6295 (C=G)
ccC 21 30,0 (24.0)
NA NA
CGor GG 55 30.0(15.0)
p-value 0.99
CCor CG 59 320(15.0)
NA NA
GG 17 21.024.0)
p-value 0.04
C allele 80 30,0 (15.0)
NA NA
G allele 72 290(23.0)
p-value 0.23

*Pandemic: COVID-19 pandemic. ®Marital status: married: married or common-law marriage, others:
single. widowed, or divorced. “Tumeor location: pharyox: oropharynx. hypopharynx, or nasopharyix,
others: oral cavity or larynx. “Type of treatment: others: none, chemotherapy. or radiotherapy. *ACE:
adverse childhood experience. ‘NA: not available

23



TABLE 3  Multivanate linear regression analysis investigating the association between score
values of post-traumatic stress symptoms and sociodemographic, tumor characteristics, and

psychological aspects of head and neck cancer patients

Post-traumatic stress symptoms score

Group Characteristic
i 95% CI° p-value?
Pre-pandemme group 421 0461771 0.02
Lower income 483 1.07-8.59 0.01
Total History of depression 827 281-13.72 0.003
(n=155) Tumor recurrence 028 5.06-3.63 091
Palliative treatment 2.63 1.52-6.78 021
Adverse cluldhood expenience 5.83 1.53-10.13 0.008
Younger age 6.62 0.84-1239 0.02
Pre_pandenmic Lower income 565 0.003-11.30 0.05
(u=76) History of depression 354 5.02-12.11 041
Adverse cluldhood expenience 10,02 3.97-16.07 0.001
HIRIACC or CG 332 3.51-10115 033
Female 632 027-12.92 0.06
Lower income 242 2.46-7.30 032
Pandemic® History of depression 1142 483-18.02 0.001
(n=79) Pandemic impact 6.61  1.82-11.40 0.007
Palliative treatment 653  0.87-12.19 0.02
Adverse cluldhood expenience 136 4.38-7.10 0.63

"Pandemic: COVID-19 pandemic. °B: beta coefficient. “CI: confidence interval. “p-value= 0.05 are
presented in bold letters
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FKBPS (rs1360780)
-0.42 (0.16) CC genotype 5.15(2.35)
»=0.01 p=0.03
Physical and/or :
: Post-traumatic
emotional g stress symptoms
childhood trauma 7.64 (3.50) ymip

p=0.03

Direct effect: 9.81, SE: 3.56, CI: 2.72 to 16.91, p= 0.007
Indirect effect: -2.16, SE: 1.52, CI: -5.82 to -0.04

FIGURE1 Path diagram illustrating the mediation modesl Independent variable:
physical and emotional childhood trauma; dependent variable: post-traumatic stress
symptoms; FEEPS rs1360780 as a mediator. The observed mndirect effect 15 -2.16,
mndicating that the FEBPS CC genotype (rs1360780) 1s linked to a decrease in the impact
of physical and/or emotional childhood trauma on the post-traumatic stress symptoms of
the 76 patients with head and neck cancer from the pre-pandemic period. Each association
presents coefficients (standard error) and p-value. SE: standard error. CT: 93% confidence

mterval
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SUPPLEMENTARY TABLE 51 Sociodemographic charactenistics of 133 patients

with head and neck cancer in pre-pandemic and COVID-19 pandemic groups

Groups
Median or N (Interguartile range or %)
Variable
Tatal Pre-pandemic Pandemic
N=155 N=76 N=T9
Age (in vears) 60.0 (10.0) 39.5(13.0) 61.0(8.0)
p-value 0.39
Sex
Male 130 (83.9) 62 (81.6) 68 (86.1)
Female 25 (16.1) 14 (18.4) 11(13.9)
p-value 044
Marital status
Married 75 (48.4) 33(434 42 (53.3)
Stable union 6(3.9) 1(1.3) 3(6.3)
Dhvorced 22 (14.2) 11 (14.5) 11(13.9)
Widowed 19 (12.3) 11 (14.5) £(10.1)
Single 33 (213) 20(26.3) 13 (16.3)
p-value 022
Religious belief
Yes 135(87.1) 71 (93.4) 64 (81.0)
No 20(12.9) 5(6.6) 15(19.0)
p-value 0.037
Monthly income
=1 miminim wage 79 (51.0) 40 (32.6) 43 (54.4)
= 1 mimimum wage 76 (49.0) 36 (474 36 (45.6)
p-value 0.37
Smoking hahit
Yes or former 134 (86.3) 64 (84.2) 70 (88.6)
No 21 (13.5) 12 (15.8) 9(11.4)
p-value 048
Drinking habat
Yes or former 129 (83.2) 60 (78.9) 69 (87.3)
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No 26 (16.8) 16 (21.1) 10(12.7)
p-value 0.16

History of depression
Yes 22 (14.2) 11 (14.5) 11(13.9)
No 133(85.8) 65 (83.5) 68 (86.1)
p-value 092

Pandemic: COVID-19 pandemic. Post hoc power analysis: 70.60



SUPPLEMENTARY TABLE 52 Characteristics

of COVID-19

vaccination,

diagnosis, and pandemic-related impact on diagnosis and treatment in 79 head and neck

cancer patients assessed during the COVID-19 pandemic

Variahle N (%)
COVID-19 vaccination
None 4(5.1)
One dose 1(13)
Two doses 22(27.8)
Three doses 41 (31.9)
Four doses 11{13.9)
COVID-19 diagnosis 10(12.7)
Intensive care treatment 1(0.6)
Pandemic impact on diagnosis or treatment
None 31(64.6)

Some impact on diagnosis or treatment

28 (35.4)
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SUPPLEMENTARY TABLE 53 Tumor and treatment characteristics of 135 patients
with head and neck cancer in pre-pandemic and COVID-19 pandemic groups

Groups
Median or N (Interquartile range or %)
Variable
Total Pre-pandemic  Pandemic
N=155 N=T6 N=T9
Time diagnosis (in months) 9.0 (9.0 10.0(11L.0) 8090
p-value 0.64
Tumor location
Oral cavity 33(21.3) 16 (21.1) 17(21.3)
Oropharynx 57 (36.8) 27(35.9) 30 (38.0)
Hypopharymnx 19 (12.3) 14 (18.4) 5(6.3)
Nasopharynx 743 2(2.6) 5(6.3)
Larynx 39(25.2) 17(22.4) 22 (27.8)
p-value 0.17
TNM system
I 2{1.3) 1(13) 1(1.3)
I 5(3.2) 339 2(2.3)
I 21(13.5) 10(13.2) 11 (13.9)
v 127 (81.9) 62 (81.6) 65 (82.3)
p-value 0.96
Tvpe of treatment
Surgery 2(1.3) 1(1.3) 1(1.3)
Radiotherapy 4(2.6) 2(2.6) 2(2.3)
Chemotherapy 319 339 0(0.0)
Surgery and radiotherapy 4(2.6) 2(2.6) 2(2.5)
Surgery and chemotherapy 2(1.3) 1{1.3) 1(1.3)
Radiotherapy and chemotherapy 104 (67.1) 48 (63.2) 56 (70.9)
Surgery, radio and chemotherapy 36 (23.2) 19 (25.0) 17 (21.5)
p-value 0.72
Tumor recurrence
Yes 36(23.2) 27(35.5) 9(11.4)
No 119 (76.8) 49 (64.5) 70 (88.6)



p-value

Palliative treatment
Yes
No

p-value

0.0017
49 (31.6) 33 (43.4)
106 (68.4) 43 (56.6)
0.00277

16 (20.3)
63 (79.7)

Pandemic: COVID-19 pandenuc.

Post hoc power analysis: 70.94, 770.85
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SUPPLEMENTARY TABLE S4 Cronbach’s reliability measures of the post-traumatic stress
disorder checklist civilian version instrument of 133 head and neck cancer patients 1n pre-pandemme and

COVID-19 pandemuic groups

PCL-C Cronbach’s alpha  Nofitems  Mean (Range) Variance
Total (n= 155) 0.90 17 1.82 (0.91) 0.07
Intrusion symptoms 0.80 5 1.62 (0.68) 0.08
Avoidance symptoms 0.83 7 1.75(0.34) 0.02
Hypervigilance symptoms 0.77 5 2.11(035) 0.01
Pre-pandemic group (n= 76) 0.90 17 1.95(1.03) 0.08
Intrusion symptoms 0.82 5 1.73 (0.73) 0.09
Avoidance symptoms 0.82 7 1.89(0.39) 0.02
Hypervigilance symptoms 0.72 5 2.26(047) 0.03
Pandemic group (n=79) 0.91 17 1.69 (0.92) 0.07
Intrusion symptoms 0.75 5 1.52 (0.63) 0.08
Avoidance symptoms 0.82 7 1.62 (0.49) 0.04
Hypervigilance symptoms 0.82 5 1.96 (0.38) 0.02

PCL-C: Post-tranmatic Stress Disorder Checklist Civilian Version. Pandemic: COVID-19 pandenuc



SUPPLEMENTARY TABLE S5

Frequencies of genotypes and alleles determined

by single nucleotide varants of genes on the hypothalamus-pituitary-adrenal axis,

inflammatory. and serotonin pathwavys 1 76 patients with head and neck cancer

Genotype or allele N (%)
CRHRIT rs110402
GG 20 (26.3)
GA 40 (52.6)
AA 16 (21.1)
G allele 80 (52.6)
A allele 72 (47.4)
FKBP5 rs1360780
cC 26 (34.2)
CT 40 (52.6)
TT 10 (13.2)
C allele 92 (60.5)
T allele 60 (39.5)
NR3CT rs41423247
GG 45 (59.2)
GC 29 (38.2)
cC 2(26)
G allele 119 (78.3)
C allele 33 (217
IL 1B rs16944
TT 29 (38.1)
TC 35 (46.1)
ccC 12 (15.8)
T allele 93 (61.2)
C allele 39 (38.8)
IT 6 rs1800795
GG 41 (33.9)
GC 32 (42.2)
cC 339
G allele 114 (75.0)
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C allele
TPHI rs1800532

GG

GT

TT

G allele

T allele
HTRI1A4 rs6295

cC

CcG

GG

C allele

G allele

38 (25.00

39 (51.3)
30 (39.5)
7(9.2)
108 (71.0)
44 (29.0)

21 (27.6)
38 (50.0)
17 (22.4)
80 (52.6)
72 (47.4)
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SUPPLEMENTARY TABLE Sé6

inflammatory and serotonin pathways on the association between adverse childhood experiences and post-traumatic stress symptoms in

Mediation effects of single nucleotide vanants in genes of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis,

76 patients with head and neck cancer

Mediation analysis

Variable

Total effect

Direct effect

Indirect effect

Coefficient (p-value)

Coefficient (95% CI)

Conclusion

CRHRI rs110402
ACEs — CRHRI — PTSS

4.40 (< 0.0001)

421 (0.0001)

0.18 (-0.02 to 0.09)

No mediation

Sexual abuse — CRHR]— PTSS 19.5 (0.004) 185 (0.06) 0.97 (-0.04 to 0.28) No mediation
Physical/emotional abuse — CRHRI — PTSS 7.64 (0.03) 6.82 (0.05) 0.82 (-0.55 to 3.21) No mediation
Household dysfunction — CRER] — PTSS 5.94 (0.06) 6.05 (0.05) 0.11 (-1.42 to 1.66) No mediation

FKBP5 rs1360780
ACEs — FKBPS — PTSS

4.40 (= 0.0001)

4.76 (< 0.0001)

0.35 (-1.05 t0 0.16)

No mediation

Sexual abuse — FKBPS5 — PTSS 19.5 (0.004) 20.7 (0.002) 124 (487 to 1.11) No mediation
Physical/emotional abuse — FKBP5 —PTSS 7.64 (0.03) 9.81 (0.007) 216(-58210-0.04)  Partial mediation
Household dysfunction — FKBP5—PTSS 5.94 (0.06) 5.96 (0.06) 0,01 (-1.07t0 1.72) No mediation

NR3CT rs41423247
ACEs — NR3CI — PTSS

4.40 (< 0.0001)

4.40 (< 0.0001)

0.04 (-0.29 to 0.44)

No mediation

Sexual abuse domain — NR3CI — PTSS 19.5 (0.004) 19.4 (0.004) 0.08 (-2.15 to 2.50) No mediation
Physical/emotional abuse — NR3C] — PTSS 7.55 (0.03) 7.55(0.03) 0.09 (-1.07 to 1.58) No mediation
Household dysfunction — NR3CT — PTSS 5.94 (0.06) 5.84 (0.07) 0.10 (-0.90 to 1.34) No mediation
IL1B (rs16944)
ACEs — IL1B — PTSS 440 (0.0000)  4.46(0.0000)  -0.06 (-0.53 t0 0.20) No mediation
Sexual abuse domain — ILIB — PTSS 19.5 (0.04) 2206 (0.001)  -2.55(-6.55 to 0.46) No mediation
Physical/emotional abuse — ILIB — PTSS 7.64 (0.03) 7.81(0.02) -0.16 (-1.76 to 7.36) No mediation
Household dysfunction — JLIB — PTSS 5.94 (0.06) 5.90 (0.06) 0.04 (-0.94 10 1.01) No mediation
IL6 (rs1800795)
ACEs — IL6 — PTSS 4.40 (0.0000)  4.33 (0.0000) 0.07 (-0.02 to 0.05) No mediation
Sexual abuse domain — JL6 — PTSS 19.5 (0.004) 18.7 (0.007) 0.72 (-1.69 to 4.16) No mediation
Physical/emotional abuse — L6 — PTSS 7.64 (0.03) 7.27(0.04) 0.37 (0.54 t0 2.25) No mediation
Household dysfunction — JL6 — PTSS 5.94 (0.06) 5.73(0.07) 0.21 (-0.05 to 1.67) No mediation
TPHI (rs1800532)
ACEs — TPHI — PTSS 440 (0.0000)  4.38 (0.0000) 0.02 (-0.21 to 0.41) No mediation
Sexual abuse domain — TPHI — PTSS 19.51 (0.004) 19.32 (0.005) 0.20 (-1.87 10 3.31) No mediation
Physical/emotional abuse — TPHI — PTSS 7.64 (0.03) 7.55(0.03) 0.09 (-0.72 to 1.41) No mediation
Household dysfunction — TPHI — PTSS 5.94 (0.06) 5.82(0.07) 0.12 (0.67 to 1.38) No mediation
HTRIA (rs6295)
ACEs — HIRIA — PTSS 440 (0.0000) 443 (0.0000)  -0.03(-0.23 t0 0.31) No mediation
Sexual abuse domain — HTRIA — PTSS 19.51 (0.004) 19.57(0.004)  -0.06 (-2.25 t02.22) No mediation
Physical/emotional abuse — HTRIA — PTSS 7.64 (0.03) 7.99 (0.02) -0.35 (-1.99 t0 0.75) No mediation
Household dysfinction — HTRIA — PTSS 5.94 (0.06) 5.85 (0.07) 0.09 (-1.10to 1.33) No mediation

CT: confidence interval. ACE: adverse childhood experiences, including sexual or physical or household dysfunction abuses. PTSS: post-

traumatic stress symptoms
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Anexo 1

Critério de diagnostico do transtorno de estresse pés-traumatico de acordo com as versdes IV e V do

Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais

DSM-IV

DSM-V

Critério A

Individuo foi exposto a um evento traumatico no
qual os dois proximos estiveram presentes:

1. O individuo experenciou, testemunhou, ou foi
confrontado com um evento ou eventos factuais
ou de ameaca de morte ou ferimento sério, ou a
ameaca da integridade fisica propria ou de
outros.

2. A resposta do individuo envolveu intenso

medo, desamparo ou horror.

Critério A

Exposicdo a morte ou ameaga de morte, ferimento
sério ou violéncia sexual em um ou mais das
seguintes maneiras:

1. Diretamente experenciando evento (s) traumatico
(s).

2. Testemunhar pessoalmente um evento que
ocorreu a outros.

3. Ser comunicado que um evento traumatico
ocorreu com um membro da familia ou amigo
préximo.

4. Experenciar exposicao repetida ou extrema a
detalhes aversivos de eventos traumaticos (ex:
policiais expostos repetidamente a detalhes de

abuso infantil).

Critério B

O evento traumaético é

persistentemente revivido em uma ou mais das
seguintes maneiras:

1. Memodrias estressantes e recorrentes e
intrusivas do evento, incluindo pensamentos e
percepgdes

2. Sonhos estressantes e recorrentes do evento
3. Agindo ou sentindo como se o0 evento
estivesse ocorrendo novamente (inclui o sentido
de reviver a experiéncia, ilusdes, alucinagoes, e
flashbacks episddicos e dissociativos, incluindo
0s que ocorrem acordados ou sob a influéncia de

drogas ou &lcool)

Critério B

Presenca de um ou mais sintomas de intrusdo
associados com um evento traumatico, apds o
evento traumatico tenha ocorrido:

1. Memodrias estressantes, recorrentes, involuntarias
e intrusivas do evento traumatico

2. Sonhos estressantes recorrentes no qual o
contetdo ou efeito do sonho estéa relacionado ao
evento traumatico

3. Reacdes dissociativas (flashbacks) no qual o
individuo sente ou age como se o evento traumatico
estivesse ocorrendo novamente.

4. Estresse psicologico intenso ou prolongado
guando exposto a gatilhos internos ou externos que
simbolizam ou recordam um aspecto do evento

traumatico
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4. Intenso estresse psicoldgico a gatilho interno
ou externo que simbolize ou lembre um aspecto
do evento traumatico

5. Reatividade fisioldgica a gatilho interno ou
externo que simbolize ou lembre um aspecto do

evento traumatico

5. Reacdes psicoldgicas especificas a gatilhos
internos ou externos que simbolizam ou recordam o

evento traumatico.

Critério C

Evitagdo persistente de um estimulo associado
ao trauma e um entorpecimento de resposta geral
(n&o presente anteriormente ao trauma),
indicado por trés ou mais dos sintomas
seguintes:

1. Esforgo para evitar pensamentos, sentimentos
ou conversas associadas com o trauma

2. Esforgo para evitar atividades, lugares ou
pessoas que tragam lembranca do trauma

3. Inabilidade de se lembrar de aspectos
importantes do trauma

4. Interesse diminuido em participacdo em
atividades significativas

5. Sentimentos de desligamento ou
estranhamento de outras pessoas

6. Efeito restringido de afeto para com outros

7. Baixas expectativas do futuro (carreira,

relacionamentos ou expectativa de vida) 8.

Critério C

Evitacdo persistente de um estimulo associado ao
trauma, com inicio apds o evento traumatico,
evidenciado por um ou os dois sintomas seguintes:
1. Evitacdo ou esforgo para evitar memorias,
pensamentos ou sentimentos estressores sobre ou
altamente associados com o evento traumatico

2. Evitacdo ou esforco para evitar gatilhos externos
(pessoas, lugares, conversas, atividades, objetos,
situacdes) que despertem memarias, pensamentos
ou sentimentos estressoras sobre ou altamente

associados com o evento traumatico

Critério D

Sintomas persistentes de agitacdo (ndo presentes
antes do trauma), indicado por dois ou mais dos
sintomas seguintes:

1. Disturbios do sono

2. Irritabilidade ou exploses de raiva

3. Dificuldades em se concentrar

4. Hipervigilancia

5. Resposta emocional exagerada

Critério D: Alteragdes negativas no humor ou
cognigéo associados com o evento traumatico, com
inicio ou piora apds o evento traumatico,
evidenciado por dois ou mais dos seguintes:

1. Inabilidade de se lembrar de aspectos
importantes do evento traumatico (tipicamente
devido a amnésia dissociativa e ndo outros fatores
como ferimento na cabeca, alcool e drogas)

2. Crencas ou expectativas persistentemente ou
exageradamente negativas sobre si mesmo, outros

ou do mundo
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3. Cognigéo persistentemente distorcida sobre a
causa ou as consequéncias do evento traumatico
que levam o individuo a culpar a si mesmo ou
outros

4. Estado emocional persistentemente negativo
(medo, horror, raiva, culpa, vergonha)

5. Interesse marcadamente diminuido em atividades
significativas

6. Sentimentos de desligamento ou estranhamento
dos outros

7. Inabilidade persistente de experenciar emogdes
positivas (felicidade, satisfagdo ou sentimentos

amorosos)

Critério E

Duracéo dos sintomas (Critério B, C e D) por

Critério E

Alteracdes na agitacao ou reatividade associadas ao

mais de 1 més evento traumatico, com inicio ou piora apés o
evento traumatico, evidenciado por dois ou mais
dos sintomas seguintes:
1. Comportamento irritavel ou explosdes de raiva
(com nenhuma ou pouca provocagdo) tipicamente
expressada por agressdo verbal ou fisica a pessoas
0u objetos
2. Comportamento autodestrutivo ou inconsequente
3. Hipervigilancia
4. Resposta emocional exagerada
5. Dificuldades em se concentrar
6. Disturbios do sono

Critério F Critério F

Os sintomas causam estresse clinicamente
significativo ou prejuizo social, ocupacional ou

em outras areas de funcionamento

Durac&o dos sintomas (Critérios B, C, D e E)

Especificar se:
Durag&o dos sintomas de menos de 3 meses
Especificar se os sintomas sdo cronicos:

duracdo de 3 meses ou mais

Critério G
Os sintomas causam estresse clinicamente
significativo ou prejuizo social, ocupacional ou em

outras areas de funcionamento

Especificar se:

CritérioH
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com inicio tardio: se 0s sintomas aparecem ap0s

6 meses do trauma

Os sintomas ndo podem ser atribuidos a efeitos
fisiologicos de substancias (medicacdo ou alcool)

ou outras condi¢des médicas

Critério de especificacdo de duracdo de sintomas
retirado da versdo do DSM-V

Especificar se:

Com sintomas dissociativos: o individuo com
sintomas que se encaixam no critério de transtorno
de estresse pds-traumatico, além disso, em resposta
ao estressor, o individuo experiencia sintomas
persistentes e recorrentes de algum dos seguintes:
1. Despersonalizagdo: experienciar persistente e
recorrente sentimento de desligamento de processos
mentais ou do prdprio corpo (sentimentos de estar
em um sonho, senso de nao realidade de si mesmo
ou do corpo) 2. Desrealizacdo: experenciar
persistente e recorrente sentimento de ndo realidade
de seu entorno (sentimentos que o0 mundo que vive
ndo é real, esta distante ou distorcido, ou em forma

de sonho).

Especificar se:

com expressao tardia: se ndo alcanga todos os
critérios diagnosticos até pelo menos 6 meses apds
0 trauma (mesmo a expressdo de alguns sintomas

podendo ocorrer imediatamente)




Anexo 2

Revisdo da literatura sobre transtorno de estresse pds-traumatico em pacientes com cancer de cabeca e pescoco
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Autores (ano) Tamanho amostral Idade média Sexo Tempo desde diagndstico Tipo de estudo Instrumento de analise Resultado
TEPT (%)
Keszte et al. Longitudinal, Escala-Formulério Clinico 11,0%
152 homens . . o
(2013) 171 65,0 3 meses e 1 ano pds cirurgia prospectivo Administrado (CAPS)
19 mulheres .
multicentro
Posluszny Checklist de Transtorno de 11,9%
(2015) 32 homens . Observacional Estresse Pds-traumatico —
42 55,0 9 semanas (media) 3 L
10 mulheres transversal Versdo para populagéo civil
(PCL-C)
Richardson o Escala de sintomas de 19,0%
3 70 homens No diagnostico e 6 meses . )
(2016) 91 N&o reportado ) Prospectivo transtorno de estresse pods-
21 mulheres depois .
traumatico (PSS-SR)
Moschopoulou Checklist de Transtorno de 11,8%
(2018) 54 homens Observacional Estresse Pds-traumético —
93 66,0 De 24 a 165 meses o
39 mulheres transversal Versdo para populagéo civil
(PCL-C)
Hwang (2020) ) Delineamento Escala de trauma de 5,3%
101 homens 1 semana, 1 e 3 meses poés alta )
113 53,7 ) guase- Davidson (C-DTS)
12 mulheres hospitalar )
experimental
Zhang (2021) 135 homens o Observacional Checklist de Transtorno de 6,0%
230 56,1 ApOs cirurgia i .
95 mulheres transversal Estresse Poés-traumaético —
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Versao para populacéo civil
(PCL-C)
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ANEXO 3
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: TRANSTORNO DE ESTRESSE POS-TRAUMATICO EM PACIENTES COM
CANCER DE CABECA E PESCOCO E VARIANTES EM GENES RELACIONADOS A
NEUROBIOLOGIA
Nomes dos responsaveis: Daniel Paixdo Pequeno e Prof. Dr. Gustavo Jacob Lourenco
Numero do CAAE: 11592918.7.0000.5404

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntario de um estudo. Este documento,
chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como participante
e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas davidas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir,
pode levar para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se vocé
ndo quiser participar ou retirar sua autorizacdo, a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo de
penalizacdo ou prejuizo.

O diagnéstico de cancer pode gerar reacdes emocionais aos pacientes, podendo levar a quadros
de transtorno do estresse pos-traumatico e depressao. Nosso corpo produz formas de lidar com situacdes
estressoras no Vviés fisico, a partir da liberacdo de cortisol e psicoldgico, a partir da forma da aquisicao
e manutencdo da memoria e aprendizagem. VariacGes genéticas determinam diferencas individuais e
indicam que a genética também pode influenciar a prevaléncia de distdrbios mentais dos pacientes. Até
0 momento, pouco é conhecido sobre o papel dessas varia¢des nos genes CRHR1, FKBP5 E NR3C1 na
prevaléncia de transtorno pds-traumatico e depressdo dos pacientes com cancer. Assim, 0s objetivos
desse estudo sdo os de avaliar a prevaléncia do transtorno do estresse pos-traumatico e a predisposicéao
genética pessoal na alteracdo destes transtornos mentais dos pacientes com cancer de cabeca e pescogo
por meio da analise de segmentos de DNA dos genes CRHR1, FKBP5 E NR3C1.

Participando do estudo vocé estd sendo convidado a responder dois questionérios: 1) o PCL-C,
com 17 questbes, sobre os sintomas do transtorno do estresse pds-traumaético e; 2) o BDI, com 21
questdes, referentes aos sintomas de depressdo. E para a analise genética, vocé estd sendo convidado a
fornecer, apenas uma vez, uma amostra de sangue a ser coletada em veia de um dos bragos (4 ml)
durante sua consulta médica no Ambulatério de Oncologia Clinica do Hospital de Clinicas da
UNICAMP. Nenhum material adicional sera coletado.

Vocé ndo deve participar deste estudo se existir impossibilidade de seguir as orienta¢bes do
pesquisador. Os questionarios serdo aplicados no tempo maximo de 15 (quinze) minutos. Algum
desconforto poderd ocorrer devido ao fator emocional que as questdes podem suscitar. Todos 0s
pacientes em seu primeiro dia no ambulatério, passam por consultas com médicos, psicéloga,
nutricionista, assistente social e enfermeira, e para 0s participantes que apresentarem quadros de
transtorno do estresse pds-traumatico ou depressdo, somente esse dado sera repassado a equipe de
Psicologia, a qual esta pronta para atender tais demandas no momento e pelo tempo que for necessario
apos a primeira consulta. A coleta de sangue ndo constitui um procedimento de risco a sua salde, mas,
vocé podera sentir dor de pequena intensidade e de curta duragdo no local de puncdo da veia e,
eventualmente, podera aparecer mancha roxa que vai desaparecer em alguns dias.

O estudo ndo indica beneficio aos participantes. Entretanto, acreditamos que os resultados deste
estudo poderdo contribuir para o melhor entendimento sobre a relagcdo da genética e os transtornos
mentais de pacientes com cancer.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e nenhuma informacéo sera dada a
outras pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgacdo dos resultados desse
estudo, seu nome nao sera citado. \Vocé podera sair do estudo a qualquer momento e isso ndo prejudicara
0 seu atendimento na UNICAMP. Vocé tem direito & assisténcia integral e gratuita devido a danos
diretos e indiretos, imediatos e tardios, que a participacdo na pesquisa possa causar, pelo tempo que for
necessario. Vocé tem o direito por indenizag¢do por danos decorrentes desta pesquisa, € mesmo a
pesquisa sendo realizada durante a sua rotina no hospital, caso ocorram gastos para participacdo na
pesquisa fora desta rotina, vocé sera ressarcido integralmente de todas suas despesas.

Caso tenha interesse, vocé tera o direito de saber o resultado do seu exame. Esse resultado seré sobre
as variagdes dos genes CRHR1, FKBP5 E NR3C1. O resultado ndo trard nenhuma implicagdo no
tratamento médico atual e ndo ird ao prontuario do paciente. Neste caso, vocé podera marcar uma
consulta no ambulatorio do Hospital de Clinicas da UNICAMP, pelo telefone (19) 3521-9120, com o
pesquisador Daniel Paixdo Pequeno ou com Prof. Dr. Gustavo Jacob Lourenco que dardo
esclarecimentos necessarios para 0 seu caso.

Outros estudos de predisposicdo genética s6 poderdo ser realizados com o seu sangue apds a
aprovagéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e, quando for o caso, da Comiss&o Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) e, caso vocé concorde com o armazenamento do seu sangue que sera realizado
por 10 (dez) anos, apds essa data, ele sera descartado:

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do meu
material bioldgico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material
bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo
CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Em caso de falecimento ou condicdo incapacitante, os direitos sobre o material armazenado
deverdo ser dados a:

O CEP é responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos, visando a salvaguardar a dignidade, os direitos, a seguranca e 0 bem-estar
dos participantes da pesquisa. Em caso de denlncias ou reclamacdes sobre sua participacdo e sobre
questdes éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com a secretaria do CEP da UNICAMP: Rua:
Tessdlia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887, Campinas, Sdo Paulo; telefone (19) 3521-8936; fax
(19) 3521-7187; e-mail: CEP@fcm.unicamp.br, horério de atendimento: 8:30 as 11:30h e 13:00 as
17:00h.

Em caso de davidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com o pesquisadores Daniel
Paixdo Pequeno ou Prof. Dr. Gustavo Jacob Lourenco no Laboratério de Genética do Céncer da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, localizado no prédio FCMO08, Rua: Vital Brasil, 50;
CEP 13083-888, Barao Geraldo, Campinas, Sdo Paulo; e pelos telefones (19) 3521-9120 e (19) 3521-
8695; e-mails: daniel.pequenco@gmail.com e gutolour@fcm.unicamp.br, horario de atendimento:
8:30 as 17:30h. Caso haja informacdes relevantes sobre os resultados obtidos, em estudos futuros, o
participante sera comunicado.

Apls ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa acarretar, aceito participar:

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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Nome do(a) participante:
Data: / .
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu responsavel LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboragéo do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao
participante da pesquisa. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto
foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento
dado pelo participante da pesquisa.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Transtorno de estresse pds-traumatico em pacientes com cincer de cabeca e pescoco
e variantes em genes relacionados a neurobiclogia

Pesquisador: Gustavo Jacob Lourenco

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
etica por parte da CONEF;);

Versao: 5

CAAE: 11592918.7.0000.5404

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Miamero do Parecer: 5.903.476

Apresentacao do Projeto:

O parecer inicial & elaborado com base na transcricio editada do contedde do registro do protocolo na
Plataforma Brasil & dos arquivos anexados & Plataforma Brasil. Os pareceres de retorno, emendas e
notificagdes sio elaborados a partir do Ultimo parecer e dos dados e arquivos da Ultima versio apresentada.

Trata-se de SOLICITACAQ DE EMENDA (E1) AO PROTOCOLO originalmente aprovado em 30/05/2022
para modificacdes nos objetivos especificos, na metodologia (avaliacdo de novos gendtipos) e para
estender o cronograma de realizacdo da pesquisa. O texto do parecer foi atualizado conforme a
documentacdo apresentada. A solicitagdo esta detalhadamente descrita ao final do parecer.

Introducio: Consideracdes gerais O termo carcinoma de células escamosas (CCE) de cabeca e pescoco
(CP) & utiizado para descrever tumores do tipo histolégico identificados na cavidade oral, faringe, laninge,
fossa nasal e seios paranasais (Mendenhall et al., 2011). A ocorréncia aproximada & de 44% para CCE de
cavidade oral, 25% para CCE de faringe e 31% para CCE de laringe (Mendenhall et al., 2011). O CCECP
representa um grave problema de salde no mundo e é o sexto
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tipo de cancer mais comum (Mendenhall et al., 2011). Cerca de 600 mil novos casos do tumor sdo
identificados a cada ano em todo o mundo (Ferlay et al., 2010) e, dois tercos deles apresentam a doenca
em estagios avancados (Pan et al., 2009). Além disso, sdo registradas aproximadamente 300 mil mortes ao
ano decorrentes do CCECP (Ferlay et al., 2010). Estimam-se, para o Brasil, nos anos de 2018 e 2019,
14.700 casos novos de CCE de cavidade oral e 7.670 de CCE de laringe (Instituto Macional do Cancer,
2018). Tais valores correspondem a um risco estimado para CCE de cavidade oral de 10,86 novos casos a
cada 100 mil homens e 3,28 para cada 100 mil mulheres, e o risco para CCE de laninge de 6,17 casos novos
a cada 100 mil homens e 1,20 casos a cada 100 mil mulheres (Instituto Macional do Cancer, 2018). Os
principais fatores envolvidos com a origem do CCECP sdo o tabagismo e o etilismo crénicos (Mendenhall et
al., 2011). O consumo de alcool e tabaco, atuando sinergicamente, aumenta o risco de desenvolvimento de
CCECP quando comparados aos individuos sem os referidos habitos (Mendenhall et al., 2011). O
benzopireno do tabaco e o acetaldeido do metabolismo do alcool determinam mutagdes em células do
epitélio e, consequentemente, o desenvolvimento do tumor (Mendenhall et al., 2011). Outro fator envolvido
na origem do CCECP, principalmente no CCE de orofaringe, & a presenca do papilomavirus humano (HFV),
que & encontrado em cerca de 60% desses pacientes, e parece constituir um fator prognostico favoravel acs
seus portadores (Dayyani et al., 2010). A insercdo do DNA viral no DNA das células epiteliais determina a
inativac3o das proteinas supressoras de tumor p53 e retinoblastoma e, possivelmente, o surgimento do
tumor (Psyrri & Cohen, 2011).

Aspectos clinicos e do tumor As queixas mais frequentes referidas por pacientas com o CCECP sio a
odinofagia, a disfagia, o aumento de volume na regifo, a dificuldade na ingestio de alimentos, a dore o
sangramento local (Mendenhall et al., 2011). A idade média de apresentac3o da doenc¢a é de 64 anos e
cerca de dois tergos dos pacientes sio homens (Mendenhall et al., 2011). O estabelecimento do
planejamento terapéutico e do prognéstico do CCECP baseiam-se principalmente em pardmetros clinicos,
radiolégicos e histopatolégicos (Bames et al., 2005), e no sistema de estagiamento TNM de acordo com os
critérios definidos pela Unido Internacional Contra o Cancer e pelo Comité Americano de Cancer. O sistema
TMM considera o tamanho do tumor (T), a presenca de metastase em linfonodos cervicais (N) e de
metastase a distancia (M) (Edge et al., 2010). E bastante aceito que a presenca de metastase em linfonodos
cervicais & o principal fator prognostico adverso independente (Licitra & Felip, 2009). O objetivo do
tratamento dos pacientes com CCECP & a cura com a maxima preservacdo de estruturas anatdmicas e
suas respectivas fungdes. No caso de tumores em estagio inicial, o tratamento fundamenta-se na cirurgia ou
radioterapia (Mendenhall et al., 2011). Entretanto, a maionia dos pacientes apresenta ao
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reestruturacdo cognitiva do imaginario relacionado acs medos, e tem se mostrado eficaz em curto e longo
prazo em pacientes com TEPT (Birur, Moore & Davis, 2016; Shalev et al., 2016). Outra forma de intervencio
frequente & a de Mindfullness, uma pratica baseada em conceitos orientais e adaptada as populactes
ocidentais, tendo como foco o momento presente, incentivando pensamentos de encorajamento e ndo
julgamento, e tem seus protocolos mais comuns (Reducdo do estresse e ansiedade baseado no
Mindfullness e Mindfullness baseado na Terapia cognitiva-comportamental) aplicados a transtornos
psiquiatricos, assim como o TEPT, obtendo resultados imediatos e duradouros (Boyd, Lanius & McKinnon,
2017). Também tem sido realizada a dessensibilizac3o e reprocessamento por movimentos oculares
(EMRD), uma técnica criada especificamente para individuos com TEPT, e é baseada na reestruturacdo
cognitiva através da exposicdo 3 memaria do trauma, com o objetivo de ressignificar a experiéncia
traumatica (Brunnet et al., 2014). Essa técnica & dividida em 8 fases, que abrangem uma triagem, criac3o de
vinculo terapéutico, identificar a memoria a ser trabalhada, dessensibilizac3o baseada nos movimentos
oculares enquanto o paciente relata o acontecimento traumatico, ressignificac3o das memaérias negativas,
body scan sendo uma sondagem do corpo para identificar os pontos de tensio e a reavaliacdo do
tratamento (Brunnet et al., 2014) Tal tratamento tem apresentado eficacia em diversos estudos com
pacientes com TEPT (Brunnet et al., 2014).

Depressio Depressio & um transtormno que afeta a vida dos individuos em aspectos psicologicos e sociais,
com grande incidéncia no Brasil, sendo observado em 7,6% da populacdo brasileira, criando um grande
desafio a salde piblica no pais (Stopa et al., 2013). Pacientes com CCECP comumente passam por
tratamentos que podem levar a desfiguracio facial, trazendo dificuldades na respiracio, alimentacdo e
comunicagdo, desta maneira essas dificuldade estio associadas a problemas psicolégicos como a
depressio (Ichikura et al_, 2016). Os efeitos psicolégicos do diagnostico, assim como a depressio, pode
perdurar durante anos, ocasionando dificuldades anteriores e posteriores ao fratamento, em sua qualidade
de vida e ajustamento ao estilo de vida (Ichikura et al., 2016). Estudos apontam para uma incidéncia de 20%
a 46% de depressdo em pacientes com CCECP até seis anos apds o diagnostico ou tratamento (Joseph et
al, 2013). A deteccio e a avaliac3o desse transtorno no contexto hospitalar demonstra relevincia clinica
por afetar negativamente a qualidade de vida dos pacientes e também para que os profissionais da sadde
em oncologia reconhecam tal transtorno, pois comumente eles ndo identificam os franstornos psicologicos,
sendo tais negligenciados (Joseph et al., 2013). Os tratamentos mais comuns para depressio tem sido as
psicoterapias, que podem variar entre as abordagens cognitivo-comportamental, terapia interpessoal e
terapia psicodinamica, e demonstram resultados
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similares na melhora do quadro depressivo dos pacientes (Cuijpers et al., 2008). A psicoterapia tem sido
associada também a diminuicdo dos sentimentos negativos e aumento de sentimentos positivos em
pacientes com depressdo (Boumparnis et al., 2016). Psicoterapias individuais e grupais tem demonstrado
beneficios na qualidade de vida de pacientes com cancer e nos sintomas da depressdo, uma vez que
identificados e tratados corretamente (Barrera & Spiegel, 2014). Protocolos de Mindfullness tem sido
aplicados em pacientes com CCECP e depressdo, obtendo resultados similares e positivos, em curto, médio
e longo prazo (Boyd, Lannius & McKinnon, 2017; Pollard et al_, 2017).

Avaliacio do TEPT e depressic O TEPT e a depressio de pacientes com CCECP podem ser avaliados por
meio de questionamentos realizados por profissionais da area de saiude mental especializados (Berger et
al., 2004; Gorestein & Andrade, 1998). O questionario denominado “Post-Traumatic Stress Disorder
Checklist - Civilian Version™ (PCL-C) pode ser utilizado para a identificac3o do TEPT (Berger et al., 2004). O
PCL-C & composto por 17 questdes que possibilita a identificagio do TEPT. A resposta de cada pergunta &
avaliada por meio de uma escala de nimeros que varia de um (nada) a cinco (muito) (Berger et al., 2004).
Vale comentar que o PCL-C foi adaptado e validado para a lingua portuguesa (Berger et al., 2004). O
questionaric denominado “Inventario de depressi3o de Beck” (BDI) & o teste mais utilizado para identificar a
depressio (Gorestein & Andrade, 1998). O BDI & composto de 21 questdes, que abordam atitudes e
sintomas, sendo sua intensidade variando de 0 (baixa intensidade da atitude ou sintoma) a 3 (alta
intensidade da atitude ou sintoma) (Gorestein & Andrade, 1998). Vale comentar que o BDI foi adaptado e
validado para a lingua portuguesa (Gorestein & Andrade, 1998).

Meurobiologia, TEPT, depressio e adversidades na infincia A exposigdo a eventos traumaticos, como um
diagnostico de cincer, aumenta o risco para o TEPT, assim como para depressio, muitas vezes
apresentando sintomas que se assemelham entre si (Yehuda, 2002). As bases psicologicas do TEPT =se
relacionam ao medo, significade subjetive do evento traumatico, e aos mecanismos de enfrentamento que o
individuo dispde (Yehuda, 2002). As bases bioldgicas do TEPT por sua vez, relacionam-se com alteracdes
neuroanatdémicas da amidala e do hipecampo, com presenca de maiores respostas ac medo, mudancas no
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA), alterando os niveis de cortisol, horménio envolvido na resposta ao
estrasse inflamatorio, e mudancas na sensibilidade de seus receptores, os glicocorticoides (Yehuda, 2002).
As bases psicologicas da depressdo se relacionam a tristeza, falta de energia e motivacio para realizar as
atividades de seu cotidiano, apatia, falta de interesse e de confianga, caracterizande um quadro de
depressio, que pode ocorrer por diversas situacdes interpessoais, por questdes da diade salde/doenca e
for
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fatores biolégicos (Boumparis et al., 2016). As bases bioldgicas da depress3o perpassam por sua
herdabilidade, estimada em 37%, pela presenca de variantes de bases dnicas (SNVs), e também a
diferenca entre os géneros, no qual ha uma maior prevaléncia do franstorno em mulheres, demonstrando
que a depress3o & composta de diversos subtipos, diferenciando-se na etiologia biolégica e na
heterogeneidade de sua arguitetura genética (Mullins & Lewis, 2017). Além dos fatores traumaticos na vida
adulta, foi descrito que historia de adversidades na infincia (ACEs) como diferentes tipo de abuso, variando
de fisico, sexual e psicolégico e também negligéncia familiar, foram associados a diversos efeitos na vida
adulta, como obesidade, diabetes e cancer, e também distirbios psiquiatricos (Soares et al., 2016). Tanto o
TEPT como a depressdo foram associados com os ACEs, pelo carater psicolégico dos traumas, com
sentimentos como culpa e intensa tristeza, que perduraram durante toda a vida do individuo (Soares et al.,
2016). Além da questdo psicologica, os ACEs foram associados com o TEPT e a depressdo em nivel
biolégico, relacionando os traumas na infancia a questdes epigenéticas, alterando a presenca do TEPT e
depressdo, sua incidéncia e intensidade. (Blacker et al., 20139)

Eixo HPA Frente a situacdes de estresse, nosso corpo dispde de mecanismos gue auxiliam na resposta e
manutencio da homeostase, como o eixo hipotalimo-pituaria-adrenal (HPA) (Juruena, Cleare & Panante,
2004). Frente ao estresse, o eixo HPA & ativado, e consequentemente o hipotalamo secreta o hormdnio de
liberacio de corticotropina (CRH) por influéncia da serotonina da amidala, que ira estimular a pituana a
liberar o horménio adrenocorticotrépico (ACTH), resultando na producio de glucocorticoides, também
conhecido como cortisol, no cortex adrenal (Meewisse et al., 2007). O cortisol gera energia que pode ser
utilizada para o enfrentamento das situacGes estressoras (Meewisse et al., 2007). Dos genes relacionados
ao eixo HPA, se destacam o CRHR1, um receptor do CRH com papel vital em resposta ao estresse através
do eixo HPA e mediaco dos efeitos do CEH em locais extrahipotaldmicos, o FKBPS, que esta relacionado
com alteracdes na sensibilidade dos receptores de glucocorticdides (GR) com papel fundamental na
regulacdo do eixo HPA, e o gene NR3C1, um GR pelo qual o cortisol se liga podendo induzir respostas ao
estresse agudo e cronico (Smoller, 2016; Banerjee, Morrison & Ressler, 2017; Carvalho et al., 2017,
Efstathopoulos et al., 2018; Guillén-Burgos & Ruiz, 2018). Diversos fatores estio relacionados com o TEPT
e a depressio, como vulnerabilidade genética, caracterizada pelas SNVs, o tipo, frequéncia, recorréncia e
intensidade do trauma, a idade e o estagio de desenvolvimento no momento do trauma, assim como
questies epigenéticas, que & um fator de susceptibilidade ao TEPT, a severidade e o curso do transtorno
(Blacker et al_, 2019).

Eixo HPA e SNVs O gene CRHR1 localiza-se no cromessomo 17g21.31 e codifica o receptor CEH
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tipo | (CRHR1) acoplado a proteina G (De la Cruz-Cano et al., 2017). A SNV ¢ 23410 (rs110402) &
caracterizada pela presenca das bases timina (A) e citosina (G) na regido promotora do alelo ancestral e
variante respectivamente. O alelo G proporciona maior expressio do gene em comparacio ao selvagem
codificade pelo alelo A, alterando a resposta ao estresse (Pape et al,, 2018). A SNV foi associada ao
aumento de risco de TEPT em pacientes com dor cronica nfo oncoldgica, maior risco de suicidio em
pacientes com distirbios afetivos e presenga de depressdo em populacdo voluntaria com e sem ACEs
(Tyrka et al., 2009; Boscarino et al., 2012; Ishitobi et al., 2012; Boscanno et al., 2013; Ludwig et al, 2018). A
influéncia da SNV CRHR1 rs110402 no TEPT e depressdo de pacientes com CCECP ainda é desconhecida.
As frequéncias dos alelos A e G foram identificadas em 10-70% e 15-75% respectivamente, em diferentes
populagdes étnicas. (International Hapman 3 Consortium et al., 2010). O gene FKBPS localiza-se no
cromossomo 6p21.31 e codifica o FK506 (Szczepankiewicz et al., 2013). As SNVs ¢ *1136A>G (rs3800373),
c.93790A>G (rs1360780) e c.-19-35815A>G (rs9470080) s3o caracterizados pela presenca das bases
timina (A) e citosina (G), na regido promotora de DNA do alelo ancestral e variante, respectivamente. Os
alelos variantes C e G proporcionam maior expressio do gene em comparagdo ao selvagem codificado
pelos alelos T e A, alterando a liberac3o de cortisol e resposta ao estresse (Binder et al,, 2008). As SNVs
foram associadas com a previsibilidade de TEPT em uma populacdo saudavel em um centro hospitalar nos
Estados Unidos (Binder et al_, 2008). A influéncia das SNVs FKBP5S rs9296158, rs3800373, rs1360780 e
rs3470080 no TEPT e depressdc de pacientes com CCECP ainda & desconhecida. As frequéncias dos
alelos T e C foram identificados em 22-42% e 58-78%, respectivamente, e dos alelos A e G foram
identificados em 17%-47% e 53- 83% (rs3800373), 20-44% e 56%-80% (rs1360780) e 25%-52% e 48%-
75% (rs9470080) respectivamente, em diferentes populacdes étnicas (International Hapmap 2 Consortium et
al, 2010). O gene NR3C1 localiza-se no cromossomo 5q31-32 e codifica o receptor NR3C1 (Snvastava et
al, 2011). A SNV ¢ 41503 (rs41423247) & caracterizada pela presenca das bases cifosina (C) e guanina (G)
na regido promotora de DNA do alelo ancestral e vanante, respectivamente. O alelo vanante G proporciona
maior expressio do gene em comparacio ao selvagem codificada pelo alelo C, alterando sensibilidade aos
GRs. (Peng et al., 2018). A SNV foi associada com maior risco de TEPT em pacientes psiquiatricos,
pacientes internados na UT| e veteranos de guerra, e presenca de depressio em pacientes em pré-
menopausa, pacientes depressivos, mulheres gravidas e populag3o geral (Van Rossum et al., 2006;
Krishnamurthy et al_, 2008; Bet et al_, 2009; Hauer et al., 2011; Van Zuiden et al_, 2012; Engineer &t al_,
2013; Galecka et al., 2013; Lian et al., 2014). A influéncia da SNV rs4 1423247 no TEPT e depress3o de
pacientes
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com CCECP ainda é desconhecida.

Inflamag3o e TEPT Um outro fator que pode contribuir ac diagnoéstico e sintomas de TEPT em pacientes
com cincer sdo as citocinas pré-inflamatdrias, como interleucina 1B (IL1B) e a interleucina 6 (ILG) (Rustad,
2012). Estas s3o liberadas durante a ativacio imune e o estimulo continue devido a fatores como estresse
psicolégico relacionadeo a experiéncia do cdncer podem levar a uma condigo crdnica. (Rustad, 2012). O
estresse crdnico e a liberacio de citocinas de forma ininterrupta podem resultar em sintomas caracterizados
como “sickness behavior”, na forma de disfungdes cognitivas e fisicas como fadiga, distirbios do sono e
depressio em pacientes com cancer (Rustad, 2012). As citocinas inflamaténas interagem com o eixo HPA e
com neurotransmissores (Rustad, 2012). No primeiro, sua ac3o pode alterar a requlacio do feedback
negativo além de causar resisténcia ao cortisol. (Rustad, 2012). Desta forma, a propria elevagio de niveis
de cortisol pode contribuir a resisténcia as citocinas, que por sua vez teriam uma elevacdo em sua prépria
producdo e liberagdo, aumentando os sintomas de sickness behavior (Rustad, 2012). Em relag3o aos
neurotransmissores, as citocinas podem influenciar nem sua sintese, liberacio e recaptacio de dopamina,
norepinefrina e 5- hidroxytriptamina (5-HT), a serctonina (Rustad, 2012). 5-HT & um neurctransmissor
relacionado ao controle do humer (Rustad, 2012), & a modulag3o em 5-HT devido a alteracSes nos niveis de
citocinas podem levar a sintomas de hostilidade, impulsividade, hipervigilancia, depressio, ideacio suicida e
podem causar ou exacerbar os sintomas de TEPT em pacientes com cincer (Rustad, 2012).

Citocinas e SNVs O gene IL1B esta localizado no cromossomo 2q14 e codifica a citocina pro-inflamatoria
IL1B (Geer et al., 2010). O SNP c.-598T>C (rs16944) do gene IL1B & caracterizado pela presencga das
bases nitrogenadas timina (T) e citosina (C) na regifo promotora da cadeia de DNA do alelo ancestral e do
alelo variante, respectivamente. O alelo T proporciona uma maior expressio de IL1B em comparacio a
interleucina codificada pelo alelo C, e assim, favorece a producdo de citocinas pro-inflamatorias (Chen et al.,
2006). As frequéncias dos gendtipos homozigoto TT, heterozigoto TC e homozigoto CC foram identificados
em 13-44%, 34-54% e 11-36% dos individuos saudaveis de diferentes populac@es étnicas (International
Hapmap 3 Consortium et al_, 2010). O alelo C foi associado negativamente ao TEPT ( Hovhannisyan, 2017),
sendo um alelo protetivo ao TEPT (Hovhannisyan et al., 2017). A IL6 é codificada pelo gene ILGE que esta
localizado no cromossomo 7p15-p21 (Ataie-Kachoie P, et al., 2013). A variante IL6 ¢-237G=C (rs1800795)
esta localizada na regido promotora do gene (Ataie-Kachoie P, et al., 2013). O alelo G foi associado a um
aumento de produgdo de IL6 em comparagio ao alelo C, com isso beneficia os processos de inflamacgdo
(Tartter M, et al., 2015) (Ferran 5L, et al., 2003). As
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frequéncias dos distintos genotipos foram observadas em individuos saudaveis de diferentes populacdes do
mundo: GG: 1-90%, GC: 1- 54% e CC: 1-42% (International Hapmap 3 Consortium, et al., 2010). O alelo G
fol associado a resiliéncia a potenciais eventos traumaticos (Miitsu et al., 2022).

Meurotransmissores & SNYs O gene TPH1 esta localizado no cromossomo 11 e codifica a enzima TPH1
{(Ono et al., 2002). O SNP c.803+221A>C (rs1800532) do gene TPH1 & caracterizado pela presenca das
bases nitrogenadas adenina (A) e citosina (C) no intron 7 da cadeia de DNA do alelo selvagem & do alelo
variante, respectivamente. O gendtipo variante CC proporciona uma menor expressdo de TPH1 em
comparagdo a4 enzima codificada pelo alelo selvagem A, e assim, favorece a menor produc3e de 5-TH (Ono
et al., 2002). As frequéncias dos gendtipos homozigotos selvagem (AA), heterozigoto (AC) e homozigoto
variante (CC) foram identificados em 1%-66%, 15%-55% e 24%-84% dos individuos saudaveis de diferentes
populacdes étnicas (International Hapmap 3 Consortium et al., 2010). O alelo C foi associado ao
desenvolvimento de depressdo (Wigner, 2018), fazemdp parte do processo de patogénese da depressio
(Wigner, 2018), podendo estar relacionada aos sintomas de TEPT. O gene SHT1A esta localizado no
cromossomo 5 e codifica o receptor 1A da 5-HT (Wasserman et al, 2006). O SNP ¢-1019G=C (rs6295) do
gene SHT1A é caracterizado pela presenca das bases nitrogenadas guanina () e citosina (C) na regido -
nio traduzida da cadeia de DNA do alelo selvagem e do alelo variante, respectivamente. O alelo variante C
proporciona uma maior expressio do receptor em comparago ao receptor codificado pelo alelo selvagem
5, e assim, favorece a ligacdo da 5-TH nas células (Wasserman et al., 2006). As frequéncias dos alelos
selvagem (G) e variante (C) foram identificados em 20%-56% e 50%-79% dos individuos saudaveis de
diferentes populacfes étnicas (Intermational Hapmap 3 Consortium et al., 2010). O alelo C foi indicado como
um alelo de risco para TEPT (Gogi Uka et al., 2019), podendo contribuir para a psicopatologia do TEPT
(Goci Uka, et al., 2019).

Eixo HPA e epigenética A reduc3o da atividade dos genes da via do eixo HPA também foi observada na
auséncia de SNVs (Argentieri et al., 2017). Nesses casos, o silenciamento epigenético por meio da
metilacio da regido promotora pode influenciar a expressio génica (Blacker et al_, 2019). A metilagio do
DMA ocorre pela adic3o de um grupo metil ao carbono 5" do nucleotideo citosina quando este compie os
dinucleotideos CpG (citosina que precede guanina) (Blacker et al_, 2019). Este mecanismo possibilita o
controle da expressdo génica em diferentes tecidos ao bloquear o processo de transcricdo dos genes que
apresentam a regido promotora hipermetilada (Blacker et al_, 2019). A metilaco da regido promotora do
gene CRHR1 foi observada em mulheres com TEPT, nas quais uma hipermetilaco foi associada com os
individuos com ACEs (Pape et al |
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2018). Ainda n3o foi descrita a associacdo entre metilag3o do DNA deste gene e TEPT, depressio e ACEs
em pacientes com CCECP. A metilac3o do gene FKBP5 foi intensamente descrita, e chegou-se a
representacdo de que a génese do TEPT pode estar relacionada a desmetilagc3o do gene FKBPS intron 7,
induzido pela exposicdo continua ao cortisol, como resultado de traumas na infancia e alelos de risco,
levando a ativac3o dos GRs, prolongando a cascata do estresse (Argentieri et al,, 2017). Com isso, as
mudancas levam a uma resisténcia dos GRs, alteragfes no hormdnio do estresse, e outras repsostas ao
sistema GR, e em dltima instincia, um maior risco para TEPT (Argentieri et al_, 2017). A metilacio da regido
promotora do FKBPS foi observada em veteranos de guerra e sobreviventes de tragédias com TEPT,
depressio e ACEs (Argentien et al., 2017; Yehuda et al., 2017). Ainda n3o foi descrita a associacio entre a
metilagdo de DNA deste gene e TEPT, depressio e ACEs em pacientes com CCECP. A regido promotora
do gene NR3C1, GR-1F, é transcritamente ativa no hipocampo e nos linfécitos, com 326 bp e o éxon 1f com
63 bp, contendo 47 regides CpG, sendo sua metilac3o baseada na média de metilacdo em regides CpG
proximas (Oberlander et al., 2008). A hipermetilacio foi associada ao TEPT, a depressdo e acs ACEs em
veteranos de guerra, pacientes borderline, mulheres gravidas, pacientes com depressio e populacdo
voluntaria (Oberlander et al., 2008; Mc Gowan et al., 2009; Perroud et al., 2011; Melas et al., 2013; Perroud
et al., 2013; Braithwaite et al., 2015; Nantharat et al., 2015; Romens et al., 2015; Bustamants et al., 2016;
McMNemey et al., 2018; Shur et al., 2018). Ainda ndo foi descrito a associacdo entre metilagdo do DMA deste
gene e TEPT, depressio e ACEs em pacientes com CCECP.

DELINEAMENTO DA PESQUISA: Trata-se de estudo clinico, longitudinal, prospective de coorte, que
envolvera 200 individuos adultos, pacientes do Ambulatério de Oncologia Clinica do HC da UNICAMP,
portadores de CCECP localizade na cavidade oral, orofaringe, hipofaringe ou laringe; com tumores
classificados em todos os estagios (estagios THNM I, 11, Il ou IV). Os participantes passardo por aplicac3o de
dois questionarios e coleta de amostra biologica (sangue). Os objetivos do nosso estudo s3o os de avaliar 1)
o TEPT e a depressdo em pacientes com CCECP, 2) se os diferentes genétipos das referidas SNVs
influenciam a prevaléncia do TEFT e depressdo dos pacientes 3) se alteracdes epigenéticas estio
relacionadas com o TEPT, depressio e histrico de experiéncias adversas na infincia desses pacientes.
Serdo avaliados 200 pacientes com CCECP atendidos no Ambulaténio de Oncologia Clinica do Hospital de
Clinicas da UNICAMP. As informacdes sobre o TEPT e depress3o dos pacientes serdo obtidas por meio de
questionarios especificos pelo pesquisador responsavel pelo estudo. As genotipagens serdo realizadas por

meio
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da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (TagMan® SNP Genotyping Assays, Applied
Biosystems®). O significado estatistico das diferencas entre os grupos sera calculade por meio do teste da
probabilidade exata de Fisher ou qui-quadrado e pela regressio logistica mdltipla. Acreditamos que os
resultados deste estudo poderdo contribuir para o melhor entendimento da salde de pacientes com
CCECP.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos: Todos os procedimentos inerentes ao estudo serdo realizados apds a assinatura dos
pacientes com CCECP do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1) (Anexo 2) que
aceitarem participar do estudo proposto. O nosso estudo sé tera inicio apds a aprovacio do Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. O local de armazenamento do
material (dados demograficos e escalas de transtorno de estresse pos-traumatico e depressio) € um
armario com tranca, no qual a chave esta em posse do pesquisador responsavel.

Os arquivos com os dados no sistema RedCap e programa de estatistica SPS5 estio somente em posse
dos pesquisadores, no qual descreve os pacientes pelas iniciais e arquivos com seus ndmeros de
identificac3o do Hospital de Clinicas, para possivel consulta devido a solicitagc3o do participante da pesquisa
mantem-se também em posse somente dos pesquisadoras.

Populacio do estudo: De forma prospectiva, serdo avaliados 200 pacientes com CCECP atendidos no
Ambulatério de Oncologia Clinica do Hospital de Clinicas (HC) da UNICAMP.

Serdo incluidos no estudo os pacientes com CCECP localizado na cavidade oral, orofaringe, hipofaringe ou
laringe; com tumores classificados em todos os estagios (estagios TNM [, 11, 11l ou IV) em caso novo
(primeira consulta no ambulatério). Além disso, serdo incluidos no estudo apenas individuos com idade
superior a 18 anos. Os pacientes com alteragcfes cognitivas, iletrados ou aqueles que n3o forem fluentes em
portugués, ndo serdo insendos neste estudo.

Os pacientes obrigatoriamente s3o avaliados pela equipe de psicologia no primeiro dia de consulta médica.
Os pacientes que apresentarem guaisguer reacdes emocionais frente aos questionamentos advindos da
pesquisa, serdo encaminhados para e equipe de psicologia, sendo o pesquisador responsavel de realizar os
devidos esclarecimentos ao profissional de psicologia.

Aspectos clinicos dos pacientes inseridos no estudo: Os dados relativos a identificacio, 3 idade, ao sexo, 4
cor da pele e 3 localizac3o e estagio do tumor serdo obtidos dos prontuarios de cada paciente pelo
pesquisador responsavel pelo estudo.

0O sistema de estagio do tumor TNM considera o tamanho do tumor (T), a presenca de metastase
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em linfonodos cervicais (N) e de metastase a distancia (M) (Edge, Byrd & Compton, 2010). O estagio TNM
do tumor sera identificado com base nos resultados obtidos do exame clinico, além de incluir a
nasofibrolaringoscopia direta, tomografia computadorizada do pescogo e radiografia do térax, de acordo com
os critérios convencionais definidos pela 7° edigdo do Comité Americano de Cancer (Edge, Byrd & Compton,
2010). Os exames de imagem sdo realizados no Servigo de Radiologia do Hospital de Clinicas da
UNICAMP.

Caracteristicas socio-demograficas dos pacientes e controles: Os dados relacionados com as caracteristicas
socio-demograficas dos pacientes: idade, sexo, cor da pele, estado civil, tabagismo, etilismo, orientagio
religiosa, grau de escolaridade, historico de cincer na familia, realizag3o de acompanhamento psicologico,
questionario da historia de adversidade na infincia e tempo apds o diagnédstico serdo obtidos por meio de
questionario especifico.

A idade dos pacientes e controles sera calculada no momento do preenchimento do questionario. O sexo
sera classificado como masculino e feminino. A cor da pele sera classificada como branca e ndo branca
(negra, parda e amarela). O estade civil sera classificado como solteire ou divorciade e casado (casamento
civil ou unido estavel).

A classificacio dos pacientes em tabagistas e etilistas sera realizada de acordo com o proposto por
Freedman et al. e Huang et al., respectivamente. Serio considerados fumantes aqueles que relataram o
habito frequents de tabagismo, ex-fumantes aqueles que cessaram o habito de tabagismo a pelo menos
cinco anos e ndo fumantes os que nunca possuiram tal habito (Freedman et al., 1996). Da mesma maneira,
serdo considerados abstémios agueles que nunca ingeriram bebida alcodlica ou ingeriram menos de 20
drinques em toda a vida, e usuarios de bebidas alcodlicas agueles que ingeriram um ou mais drinques pelo
menos uma vez por semana de forma regular (Huang et al., 2003). E importante comentar que um drinque
foi definido como uma lata de cerveja (355 mL), uma taca de vinho (148 mL) ou uma dose de bebida
destilada (44 mL), de acordo com o padrio estabelecido pelo Departamento de Salde e Servicos Humanos
dos Estados Unidos (U.5. Department of Health and Human Services, 2015).

A onentac3o religiosa sera classificada como praticante de gualquer religifio e n3o praticante. O grau de
escolaridade sera classificado em ensino fundamental incompleto e completo, ensino médio completo e
incompleto, ensino superior incompleto e completo. O histérico de cincer na familia sera classificado como
sim e ndo. O tempo apds o diagnodstico sera classificado em meses apds o diagnéstico.

As questbes referentes ao questionario das ACEs serfo baseadas no modelo de Felitti et al, 1998,
avaliando o abuso fisico, sexual, negligéncia fisica e emocional, violéncia doméstica, separacio
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parental ou morte parental, no qual a resposta afirmativa para cada uma dessas questdes somara um ponto,
com minimo de zero pontos e maximo de sete pontos (Soares et al., 2016).

Avaliacdo do TEPT e da depressdo: O TEPT e a depressdo serfo avaliados por meio dos questionarios
denominados PCLC (Anexo 3) (Berger et al., 2004) e BDI (Anexo 4) (Gorestein & Andrade, 1998),
respectivamente.

O questionario PCL-C inclui questdes relacionadas a recordacdes aflitivas, comportamento evitativo e
hipervigildncia. A resposta de cada pergunta utilizara uma escala de nimeros que varia de um (nada) a
cinco (muito) (Anexo 3). Quatro critérios caracterizam o diagnostico de TEPT, sendo o primeiro critério (A) a
presenc¢a de medo intenso, horror quando frente a algum evento que envolva morte, ferimento ou ameaca a
integridade fisica, assim como o diagnostico de uma doenca grave (Berger et al., 2004). O segundo critério
(B) & a presenca de um sintoma significativo nas questdes 1 4 5, o terceiro (C) & a presenca de trés
sintomas nas questies de 6 3 12 e o quarto (D) dois sintomas significativos nas questdes 13 4 17 (Berger et
al., 2004).

O guestionario BDI inclui questdes relacionadas a tristeza, culpa, irritabilidade, retrac3o social, distirbio do
sono, crises de choro e ideacdo suicida. A resposta de cada pergunta utiliza uma escala de nimeros que
varia de zero (nenhum sintoma) a trés (fortes sintomas) (Anexo 4). Para pacientes ndo diagnosticados com
transtorno afetivo, & recomendado um escore acima de 15 para caracterizar disforia, e um escore acima de
20 para caracterizar depressio (Gorestein & Andrade, 1998).

Ambas escalas serdo aplicadas nos pacientes no momento da primeira consulta no Ambulatdrio de
Oncologia.

Determinacdo dos gendtipos das SMNVs: O estudo molecular sera realizado em amostras de DNA de
leucocitos do sangue periférico que serdo obtidas por meio da puncdo venosa que sera realizada no
Ambulatério de Oncologia Clinica do HC da UNICAMP, somente no primeiro encontro, ndo se fazendo
necessario obtenc3o de amostras de DNA no seguimento da pesquisa. Nenhum material adicional sera
coletado.

Extracdo do DNA: O DNA gendmico sera obtido das amostras de leucécitos do sangue periférico dos
individuos inseridos no estudo por meio da técnica de extracdo de DMA com cloreto de litio e proteinase K
{(Woodhead et al, 1986). A concentracdo do DNA de cada amostra sera determinada por meio do
espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (ManoDrop Technologies). O DNA sera armazenado a -20 °C até o
momento da genotipagem.

Genotipagem das SNVs: Os gendtipos CRHR1 ¢.23410 (rs110402), FKBPS ¢ 509-1901T=C (rs9296158),
c."1136A>G (rs3800373), NR3C1 c 41503 (rs41423247), IL1B c-598T>C (rs16944),
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IL6 c.- 237G>C (rs1800795) TPH1 ¢.803+221A>C (rs1800532), e SHT1A c.-1019G>C (rs6295) serdo
obtidos por meio da reacdo em cadeia da polimerase (FCR) em tempo real (RT) utilizando os ensaios para
genotipagem TagMan® (Applied Biosystems® ) (ensaios n® C_1839943 10, C_2630348 10 e
C_2814735_1, C_1839943_10, C_18396597_20, C_8940793_10 e C_11904666_10 respectivamente).
A PCR-RT sera realizada com a utilizac3o de cerca de 20ng de DNA, de acordo com o método
recomendado pelo fabricante das sondas TagMan® . De forma sucinta, serdo adicionados 0,5pl de SNP
Genotyping Assay Mix 1X (que contém dois pares de sondas e dois fluocrocromos detectores: FAME e VICE
), 5ul de TagMan® Universal PCR Master Mix 1X, que contém a AmpliTagGold® DNA polimerase,
desoxinbonuclectideos (dNTPs) e o tamp&o com componentes otimizadores da reagcio e H20 para um
volume final de 10pl. As condicdes de amplificacdo consistiro na ativacdo inicial da AmpliTag Gold® a 95°C
por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de incubacgdo a 92°C por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto. Os
resultados serfo visualizados por meio do programa TagMan® Genotyper (Applied Biosystems® ) e a
identificac3o dos trés possiveis gendtipos (homozigoto selvagem, heterozigoto e homozigoto vanante) de
cada SNV sera realizada.

Wale comentar que confroles positivos (amostras genotipadas anteriormente com os gendtipos homozigoto
selvagem, heterozigoto e homozigoto variante) e um controle negativo (substituicio da amostra de DNA por
agua estéril) serdo utilizados em todas as reacdes. Além disso, 15% das amostras serdo genotipadas em
duplicata, como controle de qualidade do procedimento.

Todos os procedimentos técnicos descritos serdo realizados pela pesquisador responsavel no Laboraténio
de Genética do Cancer da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

Detecgdo da metilacdo: As amostras de DNA obtidas anteriormente serdo fratadas com o reagente bissulfito
de sadio, responsavel por converter a citosina ndo metilada em uracila, por meio do kit EpiTect Bisulfite
(QlAgen, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante.

PCR especifica para metilacdo (MSF) utiizando iniciadores especificos para amplificagdo da regido
promotora dos genes CRHR1, FKBP5 e NR3C1 sera realizada para identificar os padrées de metilagdo dos
referidos genes. Controles positivos serfo utilizados em todos os experimentos.

Analise estatistica (como descrita no projeto de pesquisa): Todas as informacdes obtidas serio
armazenadas em um banco de dados gerenciade por meio da plataforma REDCapTM
(redcap.fem.unicamp.br). O teste de venficagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) sera realizado com o
intuito de verificar a ocomréncia de distnbuic3o preferencial de algum dos gendtipos das refenidas SNV's nos
individuos do nosso estudo (Beiguelman, 1995). Inicialmente, a significAncia estatistica das diferencas entre
05 grupos sera calculada por meio do teste da probabilidade exata de Fisher
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ou qui-quadrado (2 ). Apos a realizacio dessas analises, todas as vanaveis com p< 0,10 serdo incluidas na
analise multivariada, realizada por meio do teste de regress3o logistica multipla (método backward
conditional). Apos a analise multivariada, fatores com valores de p< 0,05 serdo considerados significativos e
serdo internamente validados pela analise de bootstrap, que permite a reamostragem dos dados originais
(1.000 repeticdes) a fim de prever resultados mais confidveis (Austin & Tu, 2004). Todas as analises serio
realizadas por meio do programa estatistico SPS35 21.0 (SPSS Incorporation).

Metodologia de analise de dados (como descrita na PB): O estudo molecular sera realizado em amosfras de
DMA de leucdcitos do sangue periférico gue serdo obtidas por meio da puncio venosa gue sera realizada
no Ambulatorio de Oncologia Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP, sendo realizadas a extracio do
DMA e genotipagem através da PCR. Os questionarios PCL-C e BDI serdo aplicados no momento da
consulta do paciente no ambulatério. Nenhum material adicional sera coletado.

Financiamento: Todos os materiais que serdo utilizados para coleta de sangue no ambulatério, genotipagem
por meie da PCR e andlise da metilacdo do DMA, sendo seringas, agulhas e sondas, ja se encontram
disponiveis no Laboratorio de Genética do Cancer, advindos de projetos anteriores, nd3o sendo necessario
nenhum tipo de investimento financeiro para realizar o atual projeto.

Local de realizacdo da pesquisa: Ambulatdrio de Oncologia Clinica do HC — UNICAMP e no Laboratério de
Genética do Cancer da FCM da UNICAMP.

Desfecho Primario: |dentificar os pacientes com transtorno do estresse pos-traumatico e depressio e a
relacdo com as questdes genéticas herdadas e epigenéticas adquiridas.

Ao final do arquivo do projeto de pesquisa foi apresentado o ANEXO 1 (TERMO DE CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO), o ANEXO 3 (PCL-C) e 0 ANEXO 4 (gquestionaric BDI).

Objetivo da Pesquisa:

Justificativa: O cdncer foi responsavel pela morte de mais de 300 mil hemens e mais de 200 mil mulheres no
Brasil em 2018 (Instituto Nacional do Cancer, 2018). Além disso, a presenca de TEPT, ansiedade e
depressido nessa populacido produz grande demanda dos servicos e dos profissionais da salde, desta
forma a identificac3o e cuidados especializados poderio atenuar o sofimento psiquico dos pacientes com
CCECFP (Barbosa et al_, 2011). Frente ac exposto, nos pareceu de interasse avaliar a presenca de TEFT e a
depressdo em pacientes com CCECP atendidos em nossa Instituicio, e também de avaliar os papéis das
SNVs relacionadas com as questdes psicologicas
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dessa populagdo. Posteriormente, poderemos discutir formas de intervengdo gue possam beneficiar a salde
dos pacientes em seus diversos fatores, ampliando o conhecimento na area.

Hipotese: Pacientes com cancer apresentam transtorno de estresse pos-traumatico e depressio |, que
podem ter relacdes com as questdes genéticas herdadas, e epigenéticas adquidridas.

Objetivo primario: Avaliar o transtorno do estresse pos-traumatico e depress3o dos pacientes com cincer de
cabeca e pescogo.

Objetivos secundarios: N3o descritos na PB. No projeto de pesquisa descritos como “+ Verificar se as
caracteristicas sécio-demograficas (idade, sexo, cor da pele, estado civil, renda mensal, habitos do
tabagismo e do etilismo, orientac3o religiosa, histérico de cancer na familia) influenciam as caracteristicas
psicolégicas (traumas na infincia e na vida adulta e histérico de depressio,); » Venficar se as caracterisficas
socio-demograficas influenciam o TEPT & a depressio dos pacientes com CCECP; - Verificar se as
caracteristicas psicolégicas influenciam o TEPT e a depressio dos pacientes com CCECP; « Verificar se os
genotipos das SNVs CRHR1 ¢.23410 (rs110402), FKEPS c.509- 1901T=C (rs9296158), c.*1136A>G
{rs3800373), NR3C1 c.41503 (rsd1423247), IL1B c-598T=>C (rs16944), IL6 ¢-237G=>C (rs1800795) TPH1
c.803+221A>C (rs1800532), TPH2 c.-844G>T (rs4570625), e SHT1A c.-1019G=C (rs6295) estdo
associados com as caracteristicas socio-demograficas dos pacientes; - Verificar se o historico de
adversidades na infincia influenciam os gendtipos das referidas SNV's dos pacientes; » Verificar se os
genotipos das referidas SNV's influenciam o TEPT e a depressio dos pacientes com CCECP".

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores informaram quanto aos niscos e desconfortos previstos para os participantes da pesquisa
que “Considerando o tema sensivel da doencga do paciente (cidncer) e a avaliag3o de transtornos mentais
(transtormno de estresse pos-traumatico e depress&o) e adversidades na infancia (ex: abusos fisicos, sexuais
ou emocionais na infancia), nds iremos garantir a privacidade da identidade pelo cuidado com os formularios
preenchidos pelo paciente, os guais serdo manuseados somente pelo pesquisador responsavel e
armazenados em local seguro. Estes dados serdo mantidos em sigilo e nenhuma informag&o sera dada a
outras pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores. Mo manuseio dos dados em programas
como RedCap e SPSS, o acesso é exclusivo dos pesquisadores e nenhum dado de identificacio dos
pacientes & utilizado, da mesma forma que para a divulgagio dos resultados desse estudo, o nome assim
como outros dados pessoais ndo serdo citados™

Os pesquisadores informaram quanto aos beneficios diretos previstos para os participantes da
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pesquisa gue “N3o ha beneficios para os pacientes parficipantes de nossa pesquisa’

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A EQUIPE DE PESQUISADORES citada na capa do projeto de pesquisa e na PB inclui GUSTAVO JACOB
LOURENCO (Bacharelado e Licenciatura Plena em Ciéncias Bioldgicas, pesquisador do Laboratorio de
Genética do Cancer (LAGECA) e professor dos PPG em Clinica Médica e em Oncologia da FCM da
UNICAMP, Pesquisador responsavel), DANIEL PAIXAQ PEQUENO (Graduag3o em Psicologia, Doutorando
ne PPG em Clinica Medica da FCM — UNICAMP), CARMEN SILVIA PASS0OS LIMA (Medica, Professora
Titular do Departamento de Anestesiologia, Oncologia e Radiclogia da FCM-UNICAMP), KARLA CRISTINA
GASPAR (Graduagdo em Psicologia, Psicologa no Ambulatério de Oncologia Clinica e Cluimicterapia do HC
-UNICAMP), JULIANA CARRON (Bacharel em Biomedicina, Doutoranda no PPG em Clinica Médica da
FCM — UNICAMF).

A pesquisa foi classificada na Grande Area 2 (Ciéncias Biolégicas) e na Grande Area 4 (Ciéncias da Salde)
e tem como titulo pablico “Transtorno de estresse pos-traumatico em pacientes com cancer de cabeca e
pescoco e variantes em genes relacionados a neurcbiclogia®

A pesquisa foi classificada na area tematica especial “Genética Humana: (Trata-se de pesquisa envolvendo
Genética Humana que ndo necessita de analise ética por parte da CONEP;)".

A Instituicio proponente do protocelo € o Hospital de Clinicas da UNICAMP e ndo foi listada Instituicdo
Coparticipante.

O cronograma proposto no projeto em E1 informa o inicio no primeiro semestre de 2019, o término no
primeiro semestre de 2023 e prevé 54 meses para conclusio da pesquisa. O cronograma descrito na PB em
E1 indica que a pesquisa foi iniciada em 01/03/2019 e sera concluida em 01/06/2023, em cerca de 51
meses. O cronograma no projeto & apresentado em semestres, enquanto na PB é apresentado em dias.
O orcamento descrite na PB informa que a pesquisa tera custo de R$ 10.000,00 para despesas de custeio e
que sera bancado pelos pesquisadores.

Havera uso de fontes secundanas de dados (prontuarios, dados demograficos, etc), detalhado como “Serdo
coletadas informag@es dos prontuarios dos pacientes e sera aplicado gquestionario sécio demografico acs
pacientas”.

Havera retencdo de amostras para armazenamento em banco, justificado como “Todas as amostras serdo
armazenadas em um biorrepositério localizado no laboratério de genética do cancer da Unicamp”.

Em 05/12/2022 os PESQUISADORES SOLICITARAM EMENDA E1 ao protocolo para: “Venho por meio
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desta solicitar uma emenda para incluir a analise das variantes genéticas IL1B (rs16944), IL6 (rs1800795),
TPH1 (rs1800532) e 5-HTR1A (rs6295), envelvidas com a neurobiclogia, nas 200 amostras ja coletadas de
pacientes com cincer de cabec¢a e pescoco para o desenvolvimentoe do projeto intitulade “Transtormno de
estresse pos-traumatico em pacientes com cincer de cabeca e pescoco e variantes em genes relacionados
a neurcbiologia®™. Vale comentar que todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (CAAE no: 90922518.1.0000.5404). A avaliacdo complementar tem como objetivo
aumentar o escopo da avaliacdo genética no transtorno de estresse pos-traumatico dos pacientes com
cdncer de cabe¢a e pescoco, incluindo vias do sistema imune e de serotonina, podendo colaborar com a
identificag3o de pacientes em maior vulnerabilidade genética para transtornos mentais. O nove cronograma
e as referidas informacdes foram incluidas (tarja amarela) na nova vers3o do projeto (anexado). O relatério
parcial foi preenchido e anexado no sistema da Plataforma Brasil™.

Em 05/12/2022 foi apresentado o relatério parcial de atividades da pesquisa, informando que a pesqguisa
esta em andamento, que a previsio de conclusio é em 1/6/2023, que foram envolvidos 200 paricipantes,
gue ndo houve intercorréncia entre os participantes e que os resultados parciais foram apresentados em
Congresso Cientifico: : https://www.annalsofoncolegy.orgfarticle/S0923- 7534(22)03380-
4ifulltext#relatedArticles

MNa carta resposta de 16/02/2023 os pesquisadores informaram que “Gostariamos de informar que as
alteracdes foram adicionadas na PB e no projeto. As alteracdes nos objetivos especificos e metodologia
foram somente o acréscimo das variantes genéticas e o ndmero de série das sondas utilizadas para a
andlise genética, quais ja estio marcadas em tarja amarela no projeto, ndo havendo alteracdo estrutural dos
objetivos e metodologia. A alteracio no cronograma foi atualizada na PB e no projeto”.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os documentos e blocos de informac3o utilizados para elaborag3o do parecer foram:

Registro do protocolo na Plataforma Brasil: Arquivo “PB_INFORMACOES BASICAS 2047666 E1.pdf de
16/02/2023.

Carta resposta ao parecer de V5 do protocolo, E1: Arguivo *Carta_resposta_fev_2023 pdf” de 16/02/2023.
Projeto de pesquisa ajustado para E1: Arguive *PROJETO_fev 2023 pdf’ de 16/02/2023.

Foram apresentados ainda 10 arquivos das versdes anteriores do protocolo, que n3o foram avaliados paraa
elaboracio deste parecer.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N3o ha mais pendéncias por resolver:

PENDENCIAS RELATIVAS AO PROJETO DE PESQUISA E AO REGISTRC DO PROTOCOLO NA PB:
Pendéncia 1 (atendida em 27/01/2023}— Os objetivos secundarios (Objetivos especificos) foram descritos na
FE.

Pendéncia 2 (atendida em 16/02/2023 )} Quanto aos riscos e desconfortos potenciais da pesquisa (como
descritos na PB), os pesquisadores informaram que “Considerando o tema sensivel da doenca do paciente
(cincer) e a avaliacdo de transtornos mentais (transtorno de estresse pds-traumatico e depressio) e
adversidades na infancia (ex: abusos fisicos, sexuais ou emocionais na infincia), nés iremos garantir a
privacidade da identidade pelo cuidado com os formularios preenchidos pelo paciente, os quais serdo
manuseados somente pelo pesquisador responsavel e armazenados em local seguro. O local de
armazenamento do material (dados demograficos e escalas de transtorno de estresse pds-traumatico e
depressdo) & um armario com tranca, no qual a chave esti em posse do pesquisador responsavel. Os
arguivos com os dados no sistema RedCap e programa de estatistica SPS5 estio somente em posse dos
pesquisadores, no qual descreve os pacientes pelas iniciais e arquivos com seus ndmeros de identificacio
do Hospital de Clinicas, para possivel consulta devido a solicitac3o do participante da pesquisa mantem-se
também em posse somente dos pesquisadores”.

Pendéncia 3 (atendida em 27/01/2023} Quanto & aplicabilidade dos resultados da pesquisa para os
participantes e eventuais beneficios previstos pela participac3o na pesquisa , os pesquisadores informaram
que “Gostariamos de informar que, de forma direta, informamos na PB que n3o ha beneficios pela
participacdo na pesquisa’.

PENDENCIAS RELATIVAS A OBTENCAO DO CONSENTIMENTO:

Pendéncia 4 (atendida em 27/01/2023)- Quanto 3 aplicacdo do TCLE para E1, os pesquisadores
argumentaram que “Gostariamos de solicitar a dispensa de uma nova aplicac3o do TCLE por acreditar que
a aprovacio prévia dos participantes a analise genética se aplica as novas variantes genéticas nas vias da
inflamac3o e serotonina, relacionadas a neurobiologia do Transtorno de Estresse Poas-traumatico e
depressdo, ndo se tratando de uma nova pesquisa, pois ndo se altera os objetivos, métodos ou propdsito da
pesquisa. As analises que serdo realizadas no Laboratdrio de Genética do Cancer com as amostras ja
coletadas ndo impdem nenhum risco ou prejuizo para os participantes”. Ainda que a argumentac3o faca

sentido guanto @ emenda E1 ndo implicar em
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alteracdes fundamentais na pesquisa, os pesquisadores devem notar que E1 altera os objetivos e a
metodologia da proposta, razio da proposta da mesma.

PENDENCIAS RELATIVAS ADS DEMAIS DOCUMENTOS DO PROTOCOLO:

Pendéncia & (atendida em 16/02/2023)- Quanto as alteracdes solicitadas em E1, na carta resposta de
16/02/2023 os pesquisadores esclareceram que “Gostariamos de informar que as alteracdes foram
adicionadas na PB e no projeto. As alteracdes nos objetivos especificos e metodologia foram somente o
acrescimo das variantes genéticas e o ndmero de série das sondas utilizadas para a analise genética, quais
j& estdo marcadas em tarja amarela no projeto, ndo havendo alterac3o estrutural dos objetivos e
metodologia. A alterag3o no cronograma foi atualizada na PB e no projeto”, confirmando as alteracdes nos
objetivos especificos, na metodologia e no cronograma de execucdo da pesquisa.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de refirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (gquando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuac3o do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds andlise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto 4 descontinuacdo, exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagndstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorride (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e 4 Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacdo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou |l
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apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma,
Junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ac CEP, inicialmente seis meses apos a data deste
parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 | item X1.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momento”.

-0 pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquive, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informac@es Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS 204766 16/02/2023 Aceito
do Projeto & E1l.pdf 10:30:52
Outros Carta_resposta_fev_2023 pdf 16/02/2023 | Daniel Paixdo Aceito
10:26:48 | Pequeno

Projeto Detalhado / |PROJETO fev 2023 pdf 16/02/2023 | Daniel Paixdo Aceito

Brochura 10:26:26 | Pequeno

Investigador

Qutros Solicitacao_emenda_2023 pdf 27101/2023 | Daniel Paixdo Aceito
08:58:21 Pequeno

Outros formulario_de_relatorio_daniel 2022 pdf| 05/12/2022 |Daniel Paixio Aceito
09:47:42 |Pequeno

Outros Solicitacao_emenda_2022 pdf 05/12/2022 | Daniel Paix3o Aceito
09:47-16 | Pequeno

Projeto Detalhado / |DANIEL_CEP 2022 pdf 051272022 |Daniel Paixio Aceito

Brochura 09:45:48 | Pequeno

Investigador

Outros Carta_Resposta_Daniel_2019.pdf 22/05/2019 |Daniel Coraciara Aceito
11:57:13 | Pequeno

TCLE / Termos de | TCLE_Parecer pdf 22/05/2019 |Daniel Coraciara Aceito

Assentimento / 11:55:54 | Pequeno

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_2019.pdf 10/04/2019 |Daniel Coraciara Aceito
15:17:06  |Pequeno

Projeto Detalhado / |Daniel CEP_2019. pdf 10/04/2019 |Daniel Coraciara Aceito

Brochura 11:53:41  |Pequeno

Investigador

TCLE { Termos de | TCLE DANIEL 2019 pdf 10/04/2019 |Daniel Coraciara Aceito

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 128, 1° andar do Prédio | da Faculdade de Ciéncias Médicas

Bairro: Bario Geraldo CEP: 13.083-887
UF: 3P Municipio: CAMPINAS
Telefone: (10)3521-8036 Fax: (18)3521-7187 E-mail: cep@unicamp.br
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Assentimento / TCLE_DANIEL_2019.pdf 11:53:31 | Pequeno Aceito
Justificativa de
Auséncia

Declaracdo de Biorrepositorio_Daniel_2019_pdf 10/04/2019 [Daniel Coraciara Aceito
Manuseio Material 11:53:11 | Pequeno
Biolagico f
Biorepositorio /
Biobanco

Situacédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Mao

CAMPIMNAS, 18 de Fevereiro de 2023

Assinado por:
jacks jorge junior
(Coordenador(a))

Enderego: Rua Tessdlia Vieira de Camargo. 126, 1° andar do Prédie | da Faculdade de Ciéncias Médicas

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone:  (10)2521-8036 Fax: (18)3521-T187 E-mail: cep@unicamp.br
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ANEXO 5

e,
Y
UNICAMP
Universidade Estadual de Campinas

Faculdade de Ciéncias Médicas

Projeto de Doutorado: Transtorno de estresse pds-traumatico em pacientes com
cancer de cabeca e pescoco e variantes em genes relacionados a neurobiologia

Aluno: Daniel Paixao Pequeno

Dados Sociodemograficos

NOME: .o HC: e,

Data: // Telefone: () ccooeevvevviieiieiicieccie,

Sexo: (M) (F) Orientacdo sexual................ Data de nascimento: / /

Estado CIVili......ocooiiiiiiecn

FUMANTE:....ccoeiiieie e Inicio do uso: (C) (F) ldade: ................
Etilista: ...coooveeece Inicio do uso: (C) (F) Idade: ...............
Amb. Fam. Inf. @ FilnoS: ..o
Profissao: .......cccoovvvieiviiiiiic s

Ganho anual: ........ccccovveviiiie e Data diagnostico:........c.cccvevvveeenee.
Etnia. .. Religi@o:......ccoveiieeee e
Alguma doenca anterior? ........ccccocevvvecveennnn.

Trauma CA: (S) (N) OUtros: ....ccccovvvevieeiieeinns

Distarbios psicoldgicos: (D) (A) (TEPT) OUtros: ......cccccceevveveeciecveennenn,

Uso de medicamentos psiquiatricos? (S) (N) Quais: ........cccccevveevveernenne
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J& fez acompanhamento psicolégico/psiquiatrico?: (S) (N)

Histdrico de cancer na familia? (S) (N)

COVID

Pandemia atrasou seu diagnostico/tratamento? (S) (N)

Adversidades na infancia

Abuso fisico () Abuso sexual () Abuso emocional ()
Morou com alguém com doencas mentais ()

Morou com alguém com problema com bebidas ()
Morou com usuério de drogas ()

Morou com alguém que ja foi preso ()

Pais divorciados () Morte parental ()

Adultos se tratavam de forma violenta ()

Dados complementares



ANEXO 6

Questionario de sintomas de Estresse Pés-traumatico
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Instrucdes: Abaixo, hd uma lista de problemas e de queixas que as pessoas as vezes apresentam como uma

reacgdo a situagdes de vida estressantes.

Por favor, indique o quanto vocé foi incomodado por estes problemas durante o ultimo més . Por favor,

marque 1 para “nada”, 2 para “um pouco”, 3 para “médio”, 4 para “bastante” e 5 para “muito”.

Nada

Um
pouco

Médio

Bastante

Muito

1. Memoria, pensamentos e imagens repetitivos e
perturbadores referentes a uma experiéncia
estressante do passado?

2. Sonhos repetitivos e perturbadores referentes a uma
experiéncia estressante do passado?

3. De repente, agir ou sentir como se uma experiéncia
estressante

do passado estivesse acontecendo de novo (como se
vocé a estivesse revivendo)?

4. Sentir-se muito chateado ou preocupado quando
alguma coisa lembra vocé de uma experiéncia
estressante do passado?

5. Sentir sintomas fisicos (por exemplo, coracéo
batendo forte,

dificuldade de respirar, suores) quando alguma coisa
lembra vocé de uma experiéncia estressante do
passado?

6. Evitar pensar ou falar sobre uma experiéncia
estressante do passado ou evitar ter sentimentos
relacionados a esta experiéncia?

7. Bvitar atividades ou situacfes porque elas lembram
uma experiéncia estressante do passado?

8. Dificuldades para lembrar-se de partes importantes
de uma experiéncia estressante do passado?

9. Perda de interesse nas atividades de que vocé antes
costumava gostar?

10. Sentir-se distante ou afastado das outras pessoas?

11. Sentir-se emocionalmente entorpecido ou incapaz
de ter sentimentos amorosos pelas pessoas que lhe
séo proximas?




12. Sentir como se vocé ndo tivesse expectativas para
o futuro?

13. Ter problemas para pegar no sono ou para
continuar dormindo?

14. Sentir-se irritavel ou ter explosfes de raiva?

15. Ter dificuldades para se concentrar?

16. Estar “superalerta’, vigilante ou “em guarda”?

17. Sentir-se tenso ou facilmente sobressaltado?
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