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Resumo

O propésito deste estudo foi avaliar a associagao entre polimorfismos
de base uUnica nos genes ATM e TP53 em pacientes com cancer prostatico e a
morbidade na pele e nos sistemas urindrio e gastrointestinal inferior apds a
radioterapia. Estes dois genes codificam proteinas importantes nas vias de reparo
do DNA. Acredita-se que seus polimorfismos possam modificar a resposta do
tecido normal a radioterapia. Foi selecionado um grupo de 50 pacientes do servico
de radioterapia do Hospital Araujo Jorge (Associagdo de Combate ao Cancer em
Goias). ApOs a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, foi
coletada a amostra de sangue periférico com subseqiiente extracdo de DNA e
amplificacdo génica por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificar os fragmentos génicos de ATM e TP53. Finalmente, os amplicons foram
sequenciados para verificar a presenca da troca de G>A no cédon 1853 do gene
ATM e polimorfismos do gene TP53 (C>G no cdédon 72, C>T no cédon 47, C>A na
posicdo 11299, C>T na posicdo 11322 e uma inser¢cao de 16 pares de bases no
intron 3). Os efeitos adversos foram classificados de acordo com o escore do
Radiation Therapy Oncology Group (RTOG). Por meio de andlise univariada, a
hipertensdo se associou fortemente ao baixo risco de desenvolvimento de
toxicidade urinaria crénica (OR=0,048, 95%IC 0,004 - 0,620; p=0,022). Pacientes
que foram submetidos a hormonioterapia mostraram uma incidéncia significativa
de toxicidade de pele aguda (RR = 1,286, 95%IC 0,907 — 1,823; p=0,029). A troca
C>T na posicao 11322 do gene TP53 (intron 3) mostrou uma associagao
significativa com o risco de toxicidade aguda de pele (RR = 22,0, 95%IC 5,68 —
85,207; p=0,006). Nao houve associacao entre os outros polimorfismos de TP53 e
ATM analisados e a frequéncia de efeitos adversos (p>0,05). Foi demonstrado que
a presenca de hipertensao parece ser protetora para o desenvolvimento de efeitos
urinarios tardios apdés a radioterapia. A hormonioterapia foi aparentemente
determinante no surgimento de toxicidade aguda de pele. Nossos dados revelaram
ainda que um polimorfismo intrébnico de TP53 (11322 C>T) também estava
associado ao aumento de radiossensibilidade aguda de pele. Estas observacgdes
mostram a importancia de se investigar o perfil genético para futuramente predizer

os efeitos adversos de pacientes em radioterapia.

Palavras-chave: cancer de préstata, radiotoxicidade, ATM e TP53.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the association of single
nucleotide polymorphisms of ATM and TP53 genes in prostate cancer patients with
skin, urinary and lower gastrointestinal systems morbidity after radiotherapy. These
two genes encode important proteins of the DNA repair pathways. It is believed that
their polymorphisms are likely to modify the response of normal tissues to radiation.
A group of 50 patients of the Radiotherapy Service at Araujo Jorge Hospital
(Associacao de Combate ao Cancer em Goias) was selected. After signing the
informed consent agreement, a sample of peripheral blood was collected for
subsequent DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR) for amplification
of ATM and TP53 gene fragments. Finally the amplified fragments were sequenced
to verify the presence of an exchange G> A in the codon 1853 of the ATM gene
and polymorphisms of TP53 gene (C> G in the codon 72, C>T in the codon 47,
C>A in the position 11299, C>T in the position 11322 and one insertion of 16 base
pairs in intron 3). The side effects were classified according to the Radiation
Therapy Oncology Group (RTOG) score. On univariate analysis, hypertension was
strongly associated with a decreased risk of late urinary toxicities (OR= 0,048, 95%
Cl 0,004 - 0,620; p= 0,022). Patients receiving hormone therapy had a significantly
higher incidence of acute skin toxicity (RR=1,286, 95% CI 0,907 - 1,823; p = 0,029).
The exchange C>T in the position 11322 of the TP53 gene (intron 3) was
significantly associated with the risk of acute skin toxicity (RR=22,0, 95%CI 5,680 -
85,207; p=0,006). There wasn’t association between the other TP53 and ATM
polymorphisms analysed and the frequency of side effects (p>0,05). In this study it
has been shown that the presence of hypertension seemed to be protective for the
development of urinary late effects after radiotherapy. Hormone therapy was
apparently determinant for the development of acute skin toxicity. Our data also
revealed that a TP53 intronic polymorfism (11322 C>T) was associated to
increased acute skin radiosensitivity. This observation corroborates the importance
of investigating the genetic profile to predict adverse side effects in patients
undergoing radiotherapy.

Keywords: prostate cancer, radiation toxicity, ATM, TP53.

15




Variantes genéticas de radiotoxicidade em pacientes com tumores prostdticos tratados com radioterapia

Dissertacdo de Mestrado — Hellen da Silva Cintra de Paula - 2012

| - INTRODUGAO

I.1 — Dados gerais - Cancer de prostata

A Ultima estimativa mundial apontou o cancer de prostata como
sendo o0 quinto tipo de cancer mais comum no mundo e o segundo mais
freqiente em homens, com cerca de 899 mil novos casos no ano de 2008.
Aproximadamente 75% dos casos diagnosticados no mundo ocorrem em
paises desenvolvidos, sendo que parte desse aumento pode ser reflexo das
praticas de rastreamento por meio do teste do Antigeno Prostatico Especifico
(PSA). Com a estimativa de 258 mil mortes em 2008, o cancer de prostata é o
sexto tipo de cancer que mais leva a ébitos entre homens [,

No Brasil, segundo o INCA, para o ano de 2012, estimam-se 60.180
novos casos de cancer de prostata. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 62 novos casos diagnosticados a cada 100 mil homens, um
aumento significativo, j& que as estimativas para o ano de 2010 foram de
52.350 casos. Os maiores valores de incidéncia foram encontrados nas regides
Sudeste (78/100 mil homens) e Nordeste (43/100 mil homens). Sem considerar
os tumores de pele ndo-melanoma, o cancer de préstata é o mais freqlente
nas regides Centro-Oeste (75/100 mil), Sul (68/100 mil) e Norte (30/100 mil). O
aumento da expectativa de vida, a evolucao dos métodos diagnédsticos e a
melhoria da qualidade dos sistemas de informacdo do pais podem explicar o
aumento da taxa de incidéncia ao longo dos anos 2.

Mais do que qualquer outro tipo, o cancer de préstata € considerado
um cancer da terceira idade, ja que aproximadamente 62% dos casos
diagnosticados no mundo acometem homens com 65 anos ou mais. Com o
crescimento da expectativa de vida mundial é esperado que o nimero de casos
novos aumente cerca de 60% até o ano de 2015. Além disso, a raca/etnia e a
histéria familiar da doenca também sao consideradas como fatores de risco
para esse tipo de neoplasia. O cancer prostatico € aproximadamente 1,6 vezes
mais comum em homens negros do que em homens brancos. Alguns desses
tumores podem crescer de forma rapida, espalhando-se para outros 6rgaos e
podendo levar a morte. A grande maioria, porém, cresce de forma tdo lenta
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(leva cerca de 15 anos para atingir 1 cm?) que nao chega a dar sinais durante a
vida e nem a ameacar a satde do homem .

A comparagédo entre a incidéncia e mortalidade por céancer de
préstata no mundo demonstra uma tendéncia para grandes aumentos de
incidéncia acompanhados de declinio ou mesmo discreta elevacao das taxas
de mortalidade . No Brasil a mortalidade por esse tipo de neoplasia apresenta
um perfil ascendente, embora com uma magnitude menor que a incidéncia .
Considerando tratar-se de um cancer de bom prognéstico se diagnosticado e
tratado oportunamente, programas de controle da doenca sao aplicaveis para a
reducao da mortalidade. Portanto, o0 aumento da incidéncia que vem ocorrendo
nos ultimos anos deve-se especialmente ao diagndstico precoce, devido a
maior divulgacdo publica e a medida que se discute essa doenga mais
abertamente. Outro fator que contribui para aumento da incidéncia de casos
diagnosticados e pode diminuir a mortalidade, devido ao diagnéstico precoce, é
a solicitagéo de testes de PSA, um marcador tumoral ideal para o cancer de
préstata, importante para diagnéstico e estadiamento do tumor . Além do
PSA, outros dois exames sao preconizados para o diagnostico, o toque retal
que tem alta especificidade para cancer de préstata, mas baixa sensibilidade
e a ultra-sonografia trans-retal, um exame de alto custo indicado apds o toque
retal e 0 PSA, para pacientes que serdo encaminhados a biépsia .

O tratamento do cancer de prostata pode ser realizado a partir de
trés abordagens combinadas ou n&o: cirurgia, radioterapia e hormonioterapia.
A cirurgia é conhecida como prostatectomia radical e tem como fung¢ao remover
a prostata, os tecidos periprostaticos e vesiculas seminais. E indicada para
tumores confinados ao 6rgdo e esta associada a uma maior mortalidade em
pacientes acima de 80 anos ®.

A hormonioterapia € utilizada buscando reduzir o estimulo
androgénico ao carcinoma de prostata pela ablacdo do tecido produtor de
androgénio, inibicao da sintese androgénica, supressao da liberacao hipofisaria
de gonadotrofina ou interferéncia na acdo androgénica nos tecidos-alvo.
Existem duas abordagens neste tipo de tratamento, a hormonioterapia neo-
adjuvante, empregada com o intuito de reduzir o volume prostatico para o

planejamento da radioterapia € a homonioterapia adjuvante utilizada em
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pacientes com tumores de préstata localmente avancados juntamente com a

radioterapia até trés anos ap6s o seu término .

I.2 - Radioterapia para cancer de prostata

Atualmente o tratamento mais usado em tumores prostaticos é a
radioterapia. Por ser uma doenca predominante em idosos e estes geralmente
apresentam muitas comorbidades, uma parcela significativa ndo tem condicoes
clinicas de se submeter a prostatectomia, por esse motivo a radioterapia é a
mais indicada .

A radioterapia, combinada com cirurgia e hormonioterapia
(quimioterapia quando for 0 caso) ou mesmo como unico método de escolha, é
a modalidade de tratamento mais utilizada para o cancer. Pode ser usada tanto
no tratamento de cancer prostatico de baixo risco como de alto risco ['% ',
Cerca de 50% de todos os pacientes com cancer recebem radioterapia em
algum momento de seu tratamento 2.

O tipo de radioterapia utilizado pode ser a radioterapia convencional,
que € o método mais usado e consiste de uma irradiacao externa no carcinoma
de prostata. A outra forma de radioterapia é a braquiterapia conhecida também
como irradiacado intersticial, com implantes permanentes ou temporarios de
agulhas com doses diferentes de radiacdo °\. A radioterapia pode promover
uma cura substancial dos tumores de préstata, contudo efeitos adversos
agudos ou crbnicos podem se desenvolver em pacientes apds o tratamento,
como sintomas urinarios, retais e disfuncao erétil com diminuicdo na qualidade
de vida destes pacientes '3 1419,

A radioterapia € um método capaz de destruir células tumorais,
empregando feixe de radiagdes ionizantes. Uma dose pré-calculada de
radiacao € aplicada, em um determinado tempo, a um volume de tecido que
engloba o tumor, buscando erradicar todas as células tumorais. As radiagdes
ionizantes sdo eletromagnéticas ou corpusculares e carregam energia. Ao
interagirem com os tecidos, dao origem a elétrons rapidos que ionizam o meio
e criam efeitos quimicos como a hidrélise da agua e a ruptura das cadeias de
DNA. A morte celular pode ocorrer por variados mecanismos, desde a
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inativacao de sistemas vitais para a célula até sua incapacidade de reproducao
(3]

A resposta dos tecidos as radiacdes depende de diversos fatores,
tais como a sensibilidade do tumor a radiacao, sua localizacao e oxigenacao,
bem como o tipo e a quantidade da radiacdo e o tempo total em que ela é
administrada. O sucesso da radioterapia em erradicar tumores depende em
parte da dose total de radiacdo dada ao paciente, que é limitada pela tolerancia
do tecido normal na regido que esta recebendo tratamento '€,

A radioterapia promove danos ao DNA, principalmente por formacao
de radicais livres, levando a radiossensibilidade tumoral e do tecido normal. A
radiossensibilidade tumoral ocorre quando as células do tumor séao
encaminhadas a apoptose, uma vez que os danos ao DNA nao foram
reparados de forma eficaz. A resposta dos tecidos normais a radiacao
caracteriza-se pela eficiéncia com que os danos ao DNA nas células normais
sao reparados, um fator importante na determinacéo de sua radiossensibilidade.
Os efeitos adversos da radioterapia sado provocados em geral pela
radiossensibilidade do tecido normal .

As reacbes adversas a radioterapia séo classificadas como reacdes
agudas ou tardias e definidas de acordo com os critérios do RTOG (anexo 2).
Por se tratar de um tratamento na regido pélvica, os principais efeitos adversos
a radioterapia para o cancer de prostata sdo complicacées agudas ou crénicas
envolvendo trato urinario, trato gastrointestinal inferior e aparelho sexual '8,
Para pacientes com tumores prostaticos as reagdes agudas mais comuns, que
podem ser, por exemplo, sangramento retal, disuria, hematuria, diarréia e dor
anal, aparecem durante, logo ap6s o fim da radioterapia ou entdo até 90 dias
depois do fim do tratamento. Os efeitos colaterais tardios se desenvolvem apos
periodos de laténcia de meses ou anos 9.

Existe uma variabilidade inter-individual no desenvolvimento de
reacoes adversas no tecido normal, decorrentes da radioterapia. Além de
fatores como idade e estilo de vida, as diferencas da resposta individual ao
tratamento podem ser atribuidas ao perfil genético de cada individuo. Ja foi
demonstrado em alguns estudos que certas alteracbes genéticas podem
predizer o desenvolvimento de reacOes adversas a radioterapia para o cancer

de préstata ['* 1%20,
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Portanto, o objetivo da radioterapia é efetuar controle local do tumor,
preservando ao maximo os tecidos adjacentes. Ao longo de varios anos
estudos foram realizados com a finalidade de se obter uma dose efetiva para
cada tumor, com o menor envolvimento possivel do tecido normal adjacente,

evitando as reacdes adversas ao tratamento.
1.2.1 Braquiterapia

Na braquiterapia, implanta-se uma fonte radioativa diretamente no
tumor. Esta técnica € bem aceita como opc¢ao de tratamento para o cancer de
préstata de baixo risco e resulta em altas doses dentro da prostata com uma
exposicdo minima dos tecidos normais adjacentes. Para o tratamento do
cancer de préstata, a abordagem tradicional é a braquiterapia com implante
permanente de fontes radioativas de baixas doses, no entanto mais
recentemente tem sido utilizado um tipo de braquiterapia de alta dose cujo
implante distribui a radiagcdo por um tempo especifico e é retirado em seguida
1191 'No entanto, este tipo de tratamento é considerado invasivo, deixando assim

de ser a opcao de escolha para o tratamento do cancer de préstata.
1.2.2 Radioterapia externa

A radioterapia externa é considerada atualmente como o tratamento
padrdo por radiagdo para adenocarcinomas prostaticos desde os ultimos 40
anos. As técnicas de radioterapia externa disponiveis sdo: radioterapia
convencional, radioterapia conformacional de trés dimensdes (3D-CRT),
radioterapia de intensidade modulada (IMRT) e radioterapia guiada por imagem
(IGRT). Com o desenvolvimento tecnoldgico e de sistemas de planejamento do
tratamento, um maior niUmero de pacientes tem sido tratado com as técnicas de
radioterapia conformacional 3D e IMRT. Estas técnicas estdo sendo cada vez
mais utilizadas por serem tratamentos ndo cirlrgicos, com uma baixa
morbidade e custo acessivel. Em termos de qualidade de vida, a utilizacdo
destas técnicas preserva a funcéao sexual em alguns pacientes e permitem uma

recuperacdo mais rapida #'.
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1.2.2.1 Radioterapia Convencional

A radioterapia convencional envolve imobilizacdo, simulacéo,
planejamento e algumas vezes verificacdo antes de comegar o tratamento.
Durante a simulagdo, o paciente permanece deitado em posi¢cao supina.
Algumas vezes é necessario imobilizagdo do paciente, especialmente se o
planejamento for de um pequeno campo. Normalmente usa-se a técnica
chamada de “4-field box” (Figura 1), ou seja, irradia-se quatro campos, sendo
dois laterais opostos e outros dois, anterior e posterior. Outras técnicas de
irradiacdo incluem quatro campos opostos obliquos ou arcos bilaterais para
evitar que doses cheguem a bexiga e ao reto. No entanto, sdo comuns
modificagbes no planejamento do tratamento. A maior parte das técnicas
convencionais utiliza uma dose Unica. Como a dose de radiacdo é limitada pelo
tecido normal adjacente é apropriado ndo usar-se doses muito maiores que 70
Gy, pois ndao ha vantagens terapéuticas levando a danos dos tecidos

adjacentes e conseqiiente efeitos adversos ',

Figura 1.Técnica “4-field box” para préstata e nédulos da pelve. (A) Superficie da pelve como os Campos em verde.
(B) Radiografia digital anterior e posterior, mostrando a préstata em verde, bexiga em amarelo escuro, e o reto em
laranja. (C) Visao axial dos quatro feixes: amarelo-campo anterior, azul: campo posterior, verde: campo da direita e

laranja: campo da esquerda. (D) Visao sagital da pelve mostrando os feixes anteriores e posteriores [21].
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O planejamento da radioterapia convencional é realizado de acordo
com o estadiamento dos tumores confinados a préstata (Anexo 4). As doses
minimas para radioterapia exclusiva de cancer de préstata sdo de 64 Gy para
tumores T1a, 66-70 Gy para T1b, ¢ e aproximadamente 70-72 Gy para T2-T3.
Para tumores T4, o tratamento é usualmente paliativo e uma dose tumoral
minima pode ser empregada (60-65 Gy) para diminuir a morbidade. A maioria

das instituicdes emprega fracdes de 1,8 & 2 Gy, cinco fragdes por semana .
1.2.2.2 Radioterapia 3D

Com o advento da radioterapia conformacional 3-D foi possivel
diminuir o volume de tecidos normais expostos a altas doses de radiacdo, sem
comprometer a aplicacdo de doses mais altas ao tumor. A técnica de
radioterapia 3D visa distribuir espacialmente a dose de radiacdo de acordo com
a conformacdo 3D precisa do tumor. E possivel calcular a dose para cada
ponto do tecido irradiado usando-se algoritmos matematicos. Além disso, a
precisao desta técnica, reduz o risco de uma sub-dosagem do tumor e permite
a orientacdo dos feixes de radiacdo somente na éarea tumoral, sem
comprometer em grandes extensdées o tecido normal adjacente como na

radioterapia convencional '??!

. Varios estudos validaram a superioridade da
radioterapia conformacional 3-D sobre a radioterapia convencional em termos
de controle bioquimico do tumor e toxicidade no tratamento do céancer de

préstata localizado 2%,

1.2.2.3 Radioterapia de Intensidade Modulada

O conceito de radioterapia de intensidade modulada (IMRT) foi
primeiramente proposto na década de 60, mas s6 se tornou viavel a partir das
décadas de 80 e 90 com o desenvolvimento de tecnologias, principalmente na
area da computacédo. A IMRT se refere a uma técnica especifica baseada em
radioterapia com acelerador linear, onde feixes de radiacao sdo modulados de

maneira a produzir e distribuir altas doses de radiacao no tumor (Figura 2). O
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principal objetivo da IMRT é o de reduzir as doses de radiacao no tecido normal,
preservando-se ao maximo sua funcéo, sem diminuir as altas doses aplicadas
ao tumor. Intensidades varidveis de doses podem ser empregadas em cada
campo tumoral de acordo com o planejamento conformacional. Tanto para
IMRT quanto para 3DCRT sao designados alvos especificos e estruturas que
devem ser evitadas. A IMRT se difere da radioterapia conformacional 3D, ja
gue na ultima sao empregados feixes de mesma intensidade ao tumor, mas
com grandes margens. Ja o planejamento da IMRT requer que o fisico defina
doses especificas tanto para o alvo, como para as estruturas a serem evitadas.
O software de planejamento cria padroes de intensidade para cada feixe a fim
de se atingir a dose prescrita .

Um estudo que acompanhou pacientes tratados com IMRT e
radioterapia 3D entre os anos 1988 a 2000 mostrou que mesmo com doses
altas de radiacao, os pacientes raramente apresentaram toxicidade tardia grave.
Altas doses de radioterapia foram associadas ao aumento de toxicidade grau 2
nos tratos gastrointestinal e urinario, mas o risco de proctite foi baixo quando os
pacientes eram tratados com IMRT 2%/,

Outro estudo realizado nos EUA acompanhou por 10 anos pacientes
tratados com IMRT, e concluiu que altas doses de IMRT (81Gy) sdo bem
toleradas e estdo associadas com excelente controle tumoral a longo prazo em

pacientes com tumores de préstata localizado %%,
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Figura 2. Técnica de radioterapia de intensidade modulada para cancer de prostata. Figura mostrando os feixes de
doses altas em rosa, contornando o formato da prostata, enquanto os feixes que atingem o reto e a bexiga em verde e

(21]

violeta, respectivamente, tém doses mais baixas. (A) visdo axial, (B) visdo sagital e (C) visdo coronal .

1.2.2.4 Radioterapia guiada por imagem

Estruturas normais da préstata e o tumor podem se mover durante o
tratamento, isso ocorre, por exemplo, durante 0 movimento da bexiga ao ser
preenchida ou mesmo pelos movimentos peristalticos e do reto *). Desta forma,
a radioterapia guiada por imagem (IGRT) possibilita planejar o tratamento por
meio de equipamentos de imagem antes ou mesmo durante a etapa de
irradiacdo. As imagens podem ser obtidas usando tomografia computadorizada,
ressonancia magnética, ultrassonografia e raios-X. Um estudo recente,
realizado em Melbourne na Australia, mostrou que pacientes tratados
exclusivamente com IGRT tiveram menor incidéncia de efeitos adversos
agudos durante o tratamento quando comparados com pacientes que nao

foram tratados usando IGRT 8!,
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1.3 - Dano ao DNA e Vias de Reparo

A molécula de DNA, por ser quimicamente instavel, esta sujeita a
numerosas alteracoes resultantes de fatores quimicos ou fisicos. Lesdes ao
DNA podem ocorrer espontaneamente devido a instabilidade das ligacdes
quimicas dos préprios nucleosideos, ou por meio de produtos do metabolismo
celular, tais como espécies reativas de oxigénio resultantes do processo de
respiracao celular. Além disso, o material genético esta sujeito a inUmeras
alteracbes exdgenas causadas principalmente por fatores fisicos como a luz
ultravioleta (UV) e as radiacdes ionizantes e também por fatores quimicos, tais
como, agentes quimioterapicos utilizados no tratamento contra o cancer,
cigarro, poluicdo e certos tipos de alimentos. Todos os componentes do DNA
estdo sujeitos a alteracdes, no entanto as alteragdes mais importantes séo as
lesdes de bases, que interferem diretamente no sequéncia génica #°.,

A oxidacdo dos componentes do DNA, resultando em espécies
reativas de oxigénio, € uma das maiores fontes de inducao de dano a molécula
de DNA, e como foi dito anteriormente pode ser gerada por uma série de
fatores, incluindo metabolismo celular, alguns produtos quimicos, drogas,
radiacao ionizante e luz solar. As espécies reativas de oxigénio mais comuns
sao os radicais de hidroxila, oxigénio singlete, peroxido de hidrogénio,
peroxinitrito e radicais superdxidos. As modificagbes no DNA podem ser
quebras de cadeias, ligagdes quimicas cruzadas entre as fitas de DNA
(crosslinks), formagoes de sitios apurinico/apirimidinicos (sitios AP) e oxidacao
de bases ?.

Fatores quimicos exdgenos podem levar principalmente aos
crosslinks. A radiacao ionizante por sua vez pode gerar radicais altamente
reativos e causar uma série de lesdes no DNA, parecidas com aquelas geradas
durante o metabolismo oxidativo incluindo danos aos anéis de purina e
pirimidina, sitios AP e quebras de fitas simples ou dupla de DNA. O tipo de
lesdo induzida pelas radiagdes ionizantes mais danosa para as células € a
quebra da fita dupla do DNA, que pode levar a célula a apoptose, caso o erro
ndo seja reparado P7.

Para prevenir as consequéncias severas do dano ao DNA e
recuperar a perda de informacdes, existe uma variedade de estratégias e uma
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rede complexa de mecanismos de reparo, que dependem do tipo de dano na
estrutura de dupla-hélice do DNA. Uma das vantagens da dupla hélice do DNA
€ a redundancia. Se uma fita é lesada, a outra pode ser usada para recuperar a
informagédo. A maioria dos sistemas de reparo utiliza um mecanismo de exciséo,
no qual o dano é removido e a fita é sintetizada novamente usando a outra fita
como molde. No entanto, as quebras de fitas duplas sdo mais danosas, e
necessitam de processos mais complexos de reparo uma vez que nhao
possuem um sistema de backup, como ocorrem nas quebras de fitas simples.
Defeitos no DNA durante a replicacdo ou transcricdo sdo reparados mais
rapidamente do que aqueles que ocorrem no DNA quando a cromatina esta
condensada. Isto acontece porque o DNA ndo condensado esta acessivel para
as enzimas que atuam nas vias de reparo 1,

No genoma existem genes especificos relacionados aos
mecanismos de reparo. Assim que os danos séo localizados, as proteinas das
vias de reparo sao recrutadas e se ligam a regides proximas ao local do dano,
atraindo outras moléculas para formar complexos que sao capazes de reparar
o dano. A maioria das pequenas alteracées das bases nitrogenadas do DNA,
como as resultantes de oxidacao por espécies reativas de oxigénio, metilacao e
desaminacao, assim como quebras de fitas simples do DNA, sao reparados por
meio de excisdo de bases (BER, do inglés: Base Excision Repair). Outro tipo
de reparo € por excisdo de nucleotideos (NER, do inglés: Nucleotide Excision
Repair), que é o processo de reparo mais importante do DNA e remove o0 maior
espectro de danos gendmicos, incluindo fotoprodutos induzidos por UV, adutos
quimicos, como os induzidos pelo cigarro e certos tipos de ligacdes cruzadas
entre duas cadeias de DNA. O reparo de emparelhamento errbneo (MMR, do
inglés; MisMatch Repair) € um mecanismo critico responsavel pela
manutencdo da integridade gendmica por meio da correcdo do
emparelhamento errbneo de bases (mismatches) e da insercao ou exclusédo de
nucleotideos ou trechos inteiros da molécula de DNA durante a replicacéo ou
recombinacao do DNA, assim como lesbes ao DNA resultantes de varios tipos
de estresses internos ou externos. Por fim, duas vias distintas, mas
interconectadas, podem reparar quebras de fita dupla de DNA: o reparo por
recombinacdo homologa (HR, Homologous Recombination) e o reparo por
juncéo de extremidades ndo homélogas (NHEJ, Non-Homologous End-Joining).
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Mesmo com mecanismos distintos de agdo das vias de reparo, os substratos
usados nao sao totalmente especificos, ou seja, certas proteinas sdo usadas
em mais de uma via de reparo ®'.,

Um processo que pode ocorrer em resposta ao dano do DNA, é a
tolerancia. Os danos ndo reparados antes da replicagcdo podem levar a parada
do ciclo celular para revisdo. Neste momento, mecanismos que ainda nao sao
bem conhecidos, inativam as enzimas DNA polimerases da replicacdo e ativam
polimerases alternativas capazes de replicar o DNA lesionado. Este processo,
que envolve DNA polimerases de baixa especificidade, resulta em tolerancia ao
dano do DNA B2,

Os danos ao DNA néo reparados ou reparados de forma imprépria
podem levar a instabilidade genémica e desregulacdo das funcdes celulares.
Ao detectar o dano, os varios sensores celulares transmitem esta informacéao a
uma familia de proteinas-quinases muito grande. Um exemplo destas proteinas
€ a ATM, que atua no ponto de checagem G2 do ciclo celular. Quando a ATM e
outras quinases como ATR sao informadas do dano no DNA, elas fosforilam ao
menos dois substratos importantes: a proteina supressora de tumor p53 e uma
proteina quinase chamada Chk1 (do inglés: Checkpoint Kinase 1). Portanto, as
respostas aos danos no DNA incluem proteinas que podem ativar a maquinaria
nos pontos de checagem do DNA. Uma rede complexa de vias de sinalizagao é
ativada ao detectar o erro e assim param o ciclo celular e podem levar a

correcdo do erro ou a apoptose *2.
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.4 - Gene TP53

Uma das proteinas chave das vias de reparo do DNA é a proteina

supressora de tumor p53 (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura da proteina p53, que consiste de 393 residuos de aminoacidos com 5 dominios bem definidos. O
dominio de transativagdo, responsavel pela ligagdo do MDMZ2. Um dominio rico em prolina, regidao altamente

conservada. O dominio de ligagdo ao DNA. Um dominio de tetramerizagdo, seguido por dominio basico nao

estruturado (Modificado do site http://p53.free.fr/p53 info/p53 Protein.html) (34]

O gene TP53 foi o primeiro gene supressor de tumor identificado.
Esta situado no braco curto do cromossomo 17(p13.1) (Figura 4). Trata-se de
um gene altamente conservado, apresentando homdlogos em diferentes
espécies e codifica uma proteina nuclear com 43 kDa, no entanto possui
migracdo anbmala devido a sua conformacdo, sugerindo que seu peso
molecular seja 53 KDa por esse motivo € denominada proteina 53 ou p53 .,

LOCALIZACAO DO GENE HUMANO TP53 I
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Figura 4. Localizagdo cromossomica do gene TP53. O gene TP53 esté localizado no brago curto do cromossoma 17
(17p13), uma regido que sofre delegdo em canceres humanos. (Modificado do site:

http://p53.free.fr/p53_info/p53_gene.html) [34].
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Nos ultimos anos, varias isoformas de p53 foram descritas. Ja existe
um total de 12 isoformas caracterizadas, que podem ter sido geradas a partir
do splicing alternativo apés a transcricdo . No entanto, o conhecimento
acerca das funcbes e atividades biolégicas destas isoformas ainda é bem
limitado. Novos estudos sdao necessarios a fim de desvendar se existe uma
relacao destas isoformas de p53 com o prognédstico e tratamento do cancer. As
isoformas descritas estdo representadas na Figura 5:
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Figura 5. Representacdo esquematica das 12 isoformas de p53 humanas identificadas, com seus dominios e
nomenclatura. TAD sdo dominios de trasativagdo e DBD sdo dominios de ligacdo ao DNA. O dominio c-terminal
compreende o sinal de localizagao nuclear (NLS), um dominio de oligomerizagdo (OD) e uma regido basica (BR). Os
quadrados cinza representam 5 regides altamente conservadas que definem a familia de p53. Os dominios C-terminal

de p53B (DQTSFQKENC) e p53y (MLLDLRWCYFLINSS) estdo indicados pelos quadrados verde e rosa,

repectivamente. O peso molecular de cada isoforma de p53 também esta indicado [36].

A proteina supressora de tumor p53 responde a estresses celulares
diversos regulando genes que induzem a parada do ciclo celular na fase G1/S,
apoptose, senescéncia, reparo do DNA ou mudangas no metabolismo. A p53
também participa em outros pontos de checagem durante a fase G2 e mitose.

O DNA ao se expor a radiacao ionizante altera sua cromatina. As
proteinas sensoras (RAD9, RAD1, RAD17 e HUS1) reconhecem este dano e
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sinalizam para quinases, como a ATM, para que estas fosforilem e ativem a
proteina p53. A p53 ativada atua em alvos em cascata, principalmente
induzindo a transcricdo do gene p21 que impede a célula de entrar na fase S,
causando atraso no ciclo celular e permitindo o reparo do DNA. Quando o dano
ao DNA esta além da possibilidade de reparo, encaminha a célula para
apoptose (Figura 6).

Estresse Dano ao DNA Adesao Hipoxia Oncogenes

| ! | !

Mediadores

-

Efetores

/ P53 = \

Transdutores

Consequéncias Angiogenese

Apoptose

Figura 6. Esquema mostrando as vias de sinalizagdo de TP53 e suas conseqiiéncias assim como os genes envolvidos.

(Modificado de: http://p53.free.fr/p53_info/p53_Pathways.htmi) 241,

A molécula Murine Double Minute-2 (MDM2) € um dos responsaveis
pela regulagdo da degradagcdo da proteina p53 através de via de
ubiquitinizacdo e também por bloqueio direto da atividade transcricional da p53

71 Quando submetidas a algum tipo de estresse, por exemplo, hipoxia ou
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radiacao, a molécula de ATM pode fosforilar p53 e MDM2 aumentando assim
os niveis de p53 como consequéncia da estabilizagdo da proteina e também do

38]

aumento na sua sintese *®, permitindo atraso no ciclo celular (Figura 6).

1.4.1 Polimorfismos no gene TP53

Muitos polimorfismos foram identificados no gene TP53, sendo a
maioria polimorfismos intrénicos, cujas conseqliéncias funcionais sdo ainda
desconhecidas. Uma das variantes polimérficas mais bem estudadas, descrita
em 1987 por Matlashewsi e colaboradores, é a troca de Prolina (Pro) por
Arginina (Arg) no cédon 72 de TP531. A proteina com o amino&cido Arg72 se
mostra mais eficiente ao induzir apoptose, do que a variante Pro72,
provavelmente devido & melhor capacidade de interacdo com MDM2 491,

Alguns estudos ja demonstraram uma possivel associagdo entre o
polimorfismo no cédon 72 de TP53 e o risco de desenvolvimento de certos
tumores, tais como tumores endometriais, gastricos e de figado em algumas
populacdes 3. No entanto a mesma associagao nao foi obtida para tumores
de préstata, canceres cervicais e colorretais ***¢!. Quanto a associagéo entre o
polimorfismo do cdédon 72 e o desenvolvimento de reacdo do tecido normal a
radioterapia, apesar de fortes hipéteses, tem sido pouco investigada. Tan et al.
(2006) demonstrou que tal polimorfismo pode estar relacionado as reagdes
adversas agudas a radioterapia em pacientes com cancer de mama ",

Além do polimorfismo do codon 72, existem outros polimorfismos de
TP53 que vem sendo investigados mais profundamente nos ultimos anos. Um
exemplo disso é o polimorfismo que ocorre no intron 3, conhecido como TP53
PIN3 8 Este polimorfismo foi associado ao risco aumentado de

| 14930 Outros

desenvolvimento de cancer de ovario e de cancer colorreta
polimorfismos foram descritos no intron 3, entretanto, ndo existem estudos que

mostrem uma relagédo entre estes polimorfismos e o cancer.
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.5 - Gene ATM

O gene ATM (ataxia-telangiectasia mutated) " foi primeiramente
detectado em pacientes portadores da sindrome Ataxia-telangiectasia. A
Ataxia-telangiectasia é uma desordem autossémica recessiva caracterizada por
neuro-degeneracdo, imunodeficiéncia, hipogonadismo, envelhecimento
precoce, sensibilidade a radiacao e suscetibilidade ao cancer. Os portadores
possuem uma instabilidade gendmica causada por uma resposta nao efetiva as
quebras de cadeia dupla do DNA, manifestada pela hipersensibilidade a
radiacao ionizante e por uma habilidade diminuida em ativar as vias de reparo
celular 2,

Localizado no cromossoma 11 (11g22.3), como mostra a Figura 7, o
gene ATM codifica uma proteina-quinase importante de ponto de checagem do
ciclo celular. Essa enzima faz parte da familia de quinases PI3/Pl4 e funciona
como um regulador de outras proteinas, incluindo as proteinas supressoras de
tumor p53 e BRCA1, a quinase de ponto de checagem CHK2, as proteinas de
checkpoint RAD17 e RAD9 e as proteinas de reparo do DNA, NBS1 e SMCH1.
ATM e outra enzima da mesma familia, ATR, sdo conhecidas como principais
controladores dos pontos de checagem, durante a resposta celular ao dano do
DNA e para manter a integridade do genoma humano. Danos no DNA levam a
ativacdo de ATM que fosforila e ativa SMC1, que € crucial no controle da

replicacdo celular e reparo apés o dano do DNA P2,

Chr 11
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Figura 7. Localizagdo cromossémica do gene ATM. Este gene localiza-se no brago longo do cromossoma 11

(11922.3). Modificado do site: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=atm [54]

Em sua forma inativa, a proteina de ATM é um dimero com peso
molecular de cerca de 350KDa. Nesta configuracdo o dominio quinase de um
mondémero € inativado pelo dominio FAT do outro. O dominio FAT (focal
adhesion targeting) € uma regido de aproximadamente 500 residuos de

aminoacidos, conservada entre as quinases da familia PI3. Apds a exposicao a
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radiacdo ionizante ou outro tipo de agente que introduza quebras de dupla
hélice no DNA, a proteina ATM responde com um rapido aumento de sua
atividade quinase e simutdneamente é ativada por auto-fosforilacdo da serina
na posicao 1981 no dominio FAT, para que ocorra a dissociacdo da molécula

em mondmeros %1,

1.5.1 Polimorfismos no gene ATM

Mais de 80 polimorfismos foram identificados no gene ATM, o que o

58] Um dos

torna um dos genes mais variaveis de todo o genoma humano
polimorfismos mais freqientes € o0 que ocorre no nucleotideo 5557
correspondente ao exon 39 do gene (rs1801516). Caracteriza-se por uma troca
de Guanina (G) por Adenina (A), o que resulta numa mudanca do aminoacido
Acido Aspartico (Asp) para Asparagina (Asn) na posicdo 1853 da proteina
(D1853N) 7. Nao existem evidéncias de que este polimorfismo esteja
associado ao risco de cancer de préstata, no entanto outro polimorfismo (3161
C>G) no mesmo gene parece ter um papel importante no desenvolvimento do
cancer de préstata .

Estudos genéticos em pacientes com cancer de mama mostraram
uma associacdo importante entre polimorfismos do gene ATM e o risco de

desenvolvimento de reacdes adversas a radioterapia 7 °8

. Entretanto, para o
cancer de préstata, os dados sao ainda inconsistentes. Cessaretti e
colaboradores !"* encontraram uma associagéo entre alteragdes no gene ATM,
incluindo o polimorfismo no cédon 1853 e o desenvolvimento de proctite e

sangramento retal induzidos pela radioterapia.
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1.6 — Importancia dos estudos em radiogenémica

Os efeitos colaterais secundarios a radioterapia variam muito entre
os individuos e muitos trabalhos mostram que a hipersensibilidade observada
em alguns casos pode estar relacionada a fatores genéticos *'®%. Um limitado
nuamero de estudos de coorte analisou a relacado entre alteracbes genéticas e a
radiossensibilidade de tecidos normais ®¥. Os dados até o momento sdo
insuficientes, mostrando que os conhecimentos atuais estdo longe de explicar
as bases genéticas da variabilidade das reacdes adversas dos tecidos normais

65, 66]

Por meio da biologia molecular, genética e radiobiologia clinica,

Andreassen e colaboradores [©7

levantaram a hipétese de que a
radiossensibilidade dos tecidos normais deve estar associada a um entédo
chamado complexo traco-dependente que agrega o efeito de muitos
determinantes genéticos minimos, e os polimorfismos de base uUnica (SNPs)
poderiam corresponder a parte destes componentes genéticos. Houve a
tentativa de classificar estas variacbes genéticas em dois grupos: as que
influenciariam a radiossensibilidade em todos os tecidos normais e outras que
determinariam este efeito de forma diferente em determinados tipos de tecidos.

Um estudo recente realizado com pacientes afro-descendentes
americanos e portadores de cancer prostatico identificou varios polimorfismos
de base Unica associado a disfungéo erétil apds a radioterapia !'®!. Este estudo
nao encontrou associacao de polimorfismos de ATM e TP53 com disfuncéo
erétil. Entretanto, ndo foram estudados outros tipos de efeitos adversos que se
correlacionem com SNPs destes dois genes, nem tampouco foram incluidos
pacientes de outras etnias. Percebe-se, portanto a importancia deste estudo ja
que pretendemos correlacionar pacientes de varias etnias e uma série de
efeitos adversos da radioterapia.

E relevante salientar que ndo existem muitos trabalhos
experimentais sobre o assunto e nenhum foi realizado ainda no estado de
Goias, de modo que se trata de uma area pouco explorada, embora sua
importancia seja inquestionavel. Na pratica clinica, o ideal a ser alcangado se
traduziria por duas situagdes opostas: 1) pacientes que teriam a radioterapia
contra-indicada ou sua dose total prescrita reduzida por serem geneticamente
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predispostos a desenvolver efeitos colaterais intensos e; 2) pacientes nos quais
se poderia fazer um escalonamento de dose aumentando a chance de resposta
por se tratarem de pacientes com gendtipo radiorresistente.

A evolucao da genética molecular veio ao longo dos anos ampliando
a compreensao do processo biolégico que leva uma célula normal a tornar-se
uma célula maligna, com propriedades invasivas e metastaticas. Entretanto, em
relacdo a radioterapia, a genética e todos os conhecimentos gerados até o
momento ainda nao conseguiram levar a alteracdées da conduta clinica, nao
apenas para um aumento da resposta do tumor a radiacdo, mas também para
reduzir os efeitos colaterais que muitas vezes levam ao ébito de pacientes sem
evidéncia de doenca maligna ativa.

Apoés a introducao de novas modalidades de radioterapia, como 3D-
CRT e IMRT, houve uma significante melhoria no tratamento do cancer de
préostata. Entretanto, os gastos destas novas tecnologias ainda séao elevados. A
diminuicdo dos efeitos adversos da radioterapia por meio da individualizacao
da dose baseada no perfil genético do paciente podera, portanto contribuir,
juntamente com o diagnéstico precoce, para a melhoria da qualidade de vida
dos pacientes e diminuicdo das taxas de obito.

A Associacdo de Combate ao Cancer em Goias (ACCG) é o unico
centro de atendimento de alta complexidade em oncologia (CACON) com uma
unidade hospitalar no Estado de Goias e atende a pacientes de oito estados
dentre os mais carentes do Brasil. Em 2010, o Hospital Aradjo Jorge gastou
1.648.601,70 reais em internacdes para tratamento clinico de pacientes do
SUS, sendo deste total 634.556,30 reais pagos pelo SUS e o restante
(1.014.045,40 reais) sendo contabilizados como prejuizo para a instituicao, que
€ uma empresa privada e filantropica que sobrevive do que produz. Ensaios
moleculares capazes de detectar polimorfismos relacionados a
radiossensibilidade poderiam minimizar os gastos com intercorréncias durante
o tratamento. Isso significaria uma grande economia para o Sistema Unico de
Saude.

35




Variantes genéticas de radiotoxicidade em pacientes com tumores prostdticos tratados com radioterapia

Dissertacdo de Mestrado — Hellen da Silva Cintra de Paula - 2012

Il - OBJETIVOS

Geral

O principal objetivo deste trabalho foi investigar uma possivel associagao
entre polimorfismos dos genes TP53 e ATM e as reagdes adversas agudas e
cronicas apresentados por 50 pacientes portadores de cancer de proéstata
submetidos a radioterapia.

Especificos

1- Determinar a freqiéncia de polimorfismos nos genes TP53 e ATM em

pacientes com tumores de prostata;

2- Verificar as possiveis associacdes dos polimorfismos estudados e as
reacdes agudas e cronicas do tecido normal apdés a radioterapia de

pacientes com cancer de préstata.

3- Revisar e atualizar a bibliografia sobre a associacdo entre os genes
TP53 e ATM com a toxicidade aguda e cronica em pacientes com

cancer prostatico tratados com radioterapia;
4- Comparar os resultados obtidos com outros estudos; referente a

associacao de toxicidade a radiagdo com perfil genético de pacientes
com cancer de préstata tratados com radioterapia.
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Il - METODOLOGIA

lll.1 - Selecao de pacientes

Para o estudo foram selecionados 50 pacientes do Servico de
Radioterapia, do Hospital Araujo Jorge (HAJ), da Associacdao de Combate ao
Cancer em Goias (ACCG). As informacdes clinicas dos pacientes foram
coletadas a partir da revisdao de prontuarios e fichas de teleterapia do Servigco
de Arquivo Médico do HAJ, da ACCG. Todos os pacientes selecionados
tiveram cancer de préstata diagnosticado histologicamente e foram submetidos
a radioterapia ha pelo menos cinco anos. Os pacientes foram recrutados entre
janeiro de 2009 e novembro de 2010. A amostra de sangue periférico foi obtida
apos cada paciente ter concordado em participar do estudo e assinado o termo
de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

Todos os pacientes incluidos no estudo foram tratados por
radioterapia convencional (teleterapia), sendo a dose de radiacdo diaria de 2
Gy. O equipamento utilizado no tratamento foi o ALx1, Clinac 2100C/D (Varian
Medical Systems) com fétons de energia de 15mV.

lll.2 - Classificacao da toxicidade

As reacdes adversas a radioterapia foram classificadas segundo
critérios de morbidade aguda e crénica do Radiation Therapy Oncology Group
(RTOG) (Anexo 2) ®® Pacientes que desenvolveram reagdes adversas
agudas ou crénicas classificadas com o escore de RTOG maior ou igual a 2
foram considerados pacientes com efeitos adversos de alto grau.

lll.3 - Estimativa de dose nos érgaos de risco

Para calcular a dose bioldgica efetiva (BED) nos érgaos de risco,
bexiga e reto, na resposta tardia, foi utilizada a relacdo o/p = 3.0 Gy **7%,

aplicando a seguinte formula:
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BED=nd (1+_d
o/B

Onde,

n= numero de aplicacdes de radioterapia em dias

d= dose total de radioterapia/dia

o/p = dose na qual os componentes linear e quadratico da morte celular

sdo iguais

1.4 - Critérios de inclusao

1. Pacientes com diagndstico histoldgico de cancer de préstata.
2. Pacientes submetidos a radioterapia no HAJ, ACCG.
3. Assinatura do TCLE (Res. 196/96 e complementares, CNS).

ll.5 - Critérios de exclusao

1. Pacientes com diagndstico de carcinoma metastatico.
Pacientes que evoluiram ao 6bito.
Pacientes encaminhados para radioterapia de servicos externos ao
Hospital Araujo Jorge.
Pacientes com perda de seguimento deste hospital.
Pacientes que nao concordaram em assinar o TCLE.

lll.6 - Obtencao das amostras
Foram coletadas 50 amostras de 15 mL de sangue periférico

heparinizado. Apds a coleta, o material foi submetido a extracdo de DNA e

armazenado em microtubos a -20°C.
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lIl.7 - Extracao de DNA

A extracao de DNA a partir do sangue periférico coletado de cada
paciente foi realizada com equipamento e a tecnologia desenvolvidos pela
Invitrogen Corporation, CA. O kit iPrep™ PureLink™ gDNA Blood possui a
tecnologia das Dynabeads® MyOne™ SILANE que sdo beads magnéticas
monodispersas (1 um) com uma superficie tipo silica e uma area de superficie
especifica. A purificacdo do DNA da amostra foi obtida utilizando o
procedimento de purificacdo baseado em beads e evita o uso de centrifugas e
sistemas a vacuo, além de extrair 13 amostras em 30 minutos.

No processo totalmente automatizado, as células foram lisadas com
o Lysis Buffer e as proteinas digeridas com proteinase K. O lisado foi misturado
com Dynabeads® MyOne™ SILANE para subseqiiente ligagdo do DNA da
amostra. O DNA ligado as beads magnéticas foi separado do lisado utilizando
separacdo magnética. As beads foram lavadas exaustivamente com os
tampdes de lavagem para remocg¢ao dos contaminantes. O DNA gendmico foi
entao eluido com tampao de eluicao previsto no Kkit.

A integridade do DNA foi analisada em gel de agarose 0,8% e
fotodocumentado pelo Molecular Imager Gel Doc™ XR System (Bio-Rad
Laboratories INC Latin America).

lll.8 - Amplificacao das regioes génicas de TP53e ATM

O SNP do codon 72 do gene TP53 ocorre no segundo nucleotideo
do coédon e este se localiza na posicdo 466 do mRNA (2640nt). Para
amplificacdo da regido de interesse do gene TP53 (NM_000546) foram
definidos um par de oligonucleotideos. Usamos como primer sense a
sequéncia 5 - ATGGAGGAGCCGCAGTCAGA - 3 (posicao 10953-10972) e
como primer antisense 5’- TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC - 3 (posicao
11457-11479), gerando um fragmento de PCR de 527 pares de base (pb).

Os fragmentos de 527 pares de bases (pb) foram gerados a partir do
DNA adicionado com uma master mix de AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase

High Fidelity (Invitrogen, CA), a qual contém em sua mistura o tampao para
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PCR, deoxinucleotideos trifosfatos (dNTP) e AccuPrime™ Pfx DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen, CA). Esta amplificacao foi realizada com
um ciclo de desnaturagéo a 95° C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C
por 30 segundos, 61,3°C por 30 segundos e 72° C por um minuto. Por fim, uma
etapa de extensdo final de 72° C por sete minutos, sendo que apds a
finalizacao dos ciclos a reacao foi mantida a 4° C até o congelamento ou até a
eletroforese.

O polimorfismo de base unica do gene ATM ocorre com a
substituicdo da guanina pela adenosina no 5557° nucleotideo do quadro de
leitura aberto (posi¢cdo 5942 do mRNA do gene ATM, pois o0 codon de iniciagdo
do mRNA estd na posicao 386), levando a uma alteracdo na proteina com a
troca do aminoacido acido aspartico (Asp/D) pela asparagina (Asn/N) no cédon
1853.

Para amplificacdo da regido de interesse do gene ATM
(NM_000051.3) foi definido um par de oligonucleotideos, dos quais foram
usados como primer sense a sequéncia 5’ — AGCAGTATGTTGAGTTTATGGC
- 3’ (posicao 81700-81721) e primer antisense 5’- TGAATCCAAGTTTGCAGG -
3’ (posicao 82003-82017), gerando um fragmento de PCR de 317 pares de
base (pb).

Os fragmentos de 317 pares de bases foram gerados a partir de
reacdo de PCR do DNA total do paciente utilizando a master mix de
AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, CA), a qual contém
em sua mistura o tampao para PCR, deoxinucleotideos trifosfatos (dNTP) e
AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, CA). Esta
amplificagdo foi realizada com um ciclo de desnaturagdo a 95° C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos a 94° C por 30 segundos, 54,3° C por 30
segundos e 72° C por um minuto. Por fim, uma etapa de extensao final de 72°C
por sete minutos, sendo que apos a finalizagao dos ciclos a reacao foi mantida
a 4° C até o congelamento ou a eletroforese.

Para avaliacdo dos amplicons, os mesmos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 0,8%. As reagcbes de PCR foram
primeiramente submetidas a purificacdo pelo kit de purificacdo da Invitrogen™
e tratadas com o reagente ExoSAP-IT (Invitrogen, CA) para remover 0s

dideoxinucleotideos trifosfato (ddNTPs) e os oligonucleotideos restantes da
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reacdo de PCR. Apo6s a purificagdo, os fragmentos de interesse foram
quantificados utilizando o bioanalisador de DNA Nanodrop (ThermoScientific,
USA), para adequacéo da concentragdo de DNA de acordo com a exigéncia do

kit de sequienciamento.

lll.9 - Reacao de Seqiienciamento

Para a reagao de sequienciamento foram definidos oligonucleotideos
internos sense. Para o gene TP53 foi utilizado o primer interno com a seguinte
sequéncia: 5’ - ATGGGACTGACTTTCTGCT - 3’ e para o gene ATM, o primer
definido foi: 5- TTGGGTGGATTTGTTTGT -3'. O kit de seglienciamento usado
nas reacodes foi o BigDye Terminator v. 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA), que fornece os componentes
necessarios para reacao de sequienciamento em uma pré-mistura pronta, que
deve ser adicionada juntamente com o produto de PCR purificado e primer. A
reacdo de sequienciamento foi realizada com um ciclo de desnaturagio a 96°C
por um minuto, seguido de 25 ciclos a 96° C por 10 segundos, 52,9° C para
ATM e 55,3°C por cinco segundos e 60° C por quatro minutos. Apos a
finalizagao dos ciclos a reacéo foi mantida a 4° C.

Antes da eletroforese capilar as amostras foram submetidas a
purificacdo utilizando o Kit de purificacdo BigDye X-terminator (Applied
Biosystems, Foster City, CA) para remocao completa de ddNTPs, segundo o
protocolo fornecido pelo fabricante. Em seguida, as amostras analisadas foram
submetidas a eletroforese capilar no bioanalisador de DNA, ABI 3130xl
(Applied Biosystems, Foster City, CA), usando polimero POP-7 para ABI 3130
e 3130xL (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os dados obtidos foram
analisados pelo Sofware Segscape v. 2.6 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Apbés o sequenciamento do fragmento do gene TP53, foram
analisados outros polimorfismos descritos nesta regido de 527 pares de bases
amplificada por PCR. Tais polimorfismos estao representados na Tabela 1.
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Tabela 1. Polimorfismos do gene TP53 descritos na regidao de 527 pares de bases
amplificada por PCR.

Descricao Descricao do Descricao . N
Exon/Intron Genémica codigo Protéica Efeito Referéncia
Intron 3 g.11259_11274Ins16 c.96+41 96+56Ins16  p.?  Intrdnico ';gggr[ﬁ;t] al,
Intron 3 g.11299C>A €.97-29C>A p.? Intrénico -
Intron 3 g.11322C>T c.97-6C>T p.? Intrénico -
. Felley-Bosco
Exon 4 g.11370C>T c.139C>T p.P47S  missense etal, 1993 [71]
. Mattashewski
Exon 4 g.11446C>G c.215C>G p.P72R  missense etal, 1987 [39]

I11.10 - Analise estatistica

As andlises foram realizadas com o pacote de software estatistico
SigmaStat versao 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL). Ap6s coleta dos dados em
formulario pré-testado, foi realizada a caracterizacdo da amostra por meio de
célculos de medida de dispersdao e tendéncia central. As varidveis foram
testadas para verificacdo de possiveis associacées por meio dos testes f de
student para variaveis continuas paramétricas ou Mann Whitney quando estas
nao tinham distribuicdo normal. Para as variaveis categéricas foram utilizados
teste do chi-quadrado (x?) e anélise do risco relativo para estimar as possiveis
associacdes. A associacdo entre os polimorfismos de ATM e TP53 e as
reacdes adversas a radioterapia foram estimadas pelo teste de chi-quadrado
(x?) ou teste exato de Fisher e andlise do risco relativo para estimar as
possiveis associacdes com os efeitos adversos a radioterapia. Para verificar as
correlacdes foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman. Todas as analises
foram realizadas com o a de 5% e intervalo de confianca de 95%.

lll.11 - Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Associacdo de Combate ao Cancer em Goias com protocolo CEP-ACCG Ne

035/07 de 27/09/2007 (Anexo 3).
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VI - RESULTADOS

As informacbes clinicas dos pacientes selecionados, como idade,
comorbidades, habitos de vida, escore de Gleason, evolucao do PSA, tipo de
tratamento e dose de radiagcéo, foram revisadas retrospectivamente com base
nas informacgdes coletadas dos prontuarios e ficha de radioterapia de cada
paciente (Tabela 2).

Como mostra a Tabela 2, 12 pacientes (28%) relataram algum tipo
de cancer na familia. Trata-se de um tipo de cancer que atinge principalmente
pessoas acima dos 60 anos. A média de idade dos pacientes do estudo foi de
68 anos, variando de 52 a 82 anos. Por se tratar de pacientes com mais de 60
anos é comum a presenca de comorbidades. As principais comorbidades
encontradas foram hipertensdo arterial sistémica em 48% dos pacientes ou
diabetes mellitus em 12% dos pacientes, destes 8% relataram tanto a presenca
de hipertensdo como diabetes. Como mostra a Figura 8, as freqliéncias das
comorbidades foram: 20 pacientes tinham apenas Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS), 2 tinham apenas diabetes, 4 relataram sofrer de HAS e
diabetes, 7 outros pacientes tinham outras comorbidades. Apenas 4 pacientes

nao possuiam nenhuma comorbidade.

25
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Figura 8. FreqUéncia das comorbidades relatadas pelos pacientes incluidos no estudo.
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Os habitos de vida considerados para andlise foram tabagismo e
etilismo. Mais da metade dos pacientes (56%) relataram o habito tabagista em
algum momento da vida e 9 pacientes (18%) referiram o uso de bebidas

alcoodlicas.

Tabela 2. Freqiiéncia das caracteristicas clinicas dos pacientes e do tratamento

Caracteristicas No. de pacientes (%)

Média de idade 68 (52-82)*
Histéria Familiar de Cancer 12 (28)
Hipertensao 24 (48)
Diabetes mellitus 6 (12)
Hipertensao + Diabetes mellitus 4 (8)
Outras comorbidades 7 (14)
Histérico de tabagismo 28 (56)
Etilismo 9 (18)
Escore de Gleason

<5 3 (6)

6 26 (52)

7 16 (32)

8-9 4 (8)
Evolugéo do PSA ap6s a radioterapia

PSA diminuiu 38 (76)

PSA nao diminuiu 12 (24)
Hormonioterapia concomitante 9 (18)
Cirurgia prévia 8 (16)
Interrupgéo do tratamento 5(10)
Dose total de radiagéo (Gy) 69,2 (46-74)*
Duracéo do tratamento em dias 61,5 (49-74)*

Abreviacées: PSA: Prostate Specific Antigen (Antigeno prostético especifico), Gy: Grays,
unidade de medida para dose de radiacao. * Média (faixa de variacao)

O tratamento durou em média 61,5+ 8,7 dias com doses totais de RT
de 69,2+ 4,1 Gy. Cinco pacientes (10%) tiveram o tratamento interrompido por
em média 5,8 £+ 1,8 dias. Dos 50 pacientes estudados, 9 (18%) realizaram
hormonioterapia concomitante e 8 (16%) fizeram cirurgia prévia (Tabela 2).

A maior parte dos pacientes (94%) foi classificada como portadores
de tumor prostatico com grau de Gleason = 6, sendo 26 pacientes (52%) com
Gleason 6, 16 pacientes (32%) com Gleason 7 e 4 pacientes (8%) com
Gleason 8 ou 9. Graus de Gleason maiores que 6 estdo associados aos piores
progndsticos do cancer prostatico 28, Todavia, a maior parte dos pacientes
respondeu bem a radioterapia, como mostra a evolugdo do PSA apéds o
tratamento, com diminuicdo em 38 pacientes (76%). Além disso, nenhum dos
pacientes foi a 6bito durante o periodo de seguimento de 5 anos.

Para a obtencdo de resultados satisfatérios do presente estudo, a

qualidade do material analisado foi de suma importancia. A Figura 9 mostra a
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integridade do DNA genbémico dos 50 pacientes ap6s a extracdo. Para tal
verificacdo, o produto da extragdo de DNA foi submetido a eletroforese em gel

de agarose a 0,8%.
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Figura 9. Andlise eletroforética, em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio,
mostrando a integridade do DNA genbémico total extraido das amostras dos 50 pacientes

incluidos no estudo.

A partir de um DNA genbémico de qualidade foi realizada a reagéao
em cadeia da polimerase para amplificacdo dos fragmentos génicos de
interesse dos gene TP53 e ATM. A Figura 10 exemplifica o resultado da PCR
para o fragmento de 527 pares de bases do gene TP53. A Figura 11 mostra o
o fragmento do gene ATM de 317 pares de bases amplificado por PCR. Os
produtos de PCR também foram analisados em gel de agarose a 0,8%, corado
com brometo de etidio. As Figuras 10 e 11 representam apenas alguns dos
pacientes analisados, no entanto, o resultado foi semelhante em todos os
casos.
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Figura 10. Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% do fragmento amplificado
do gene TP53 de 527 pares de bases. A primeira linha corresponde ao marcador
de massa molecular (Ladder 100 bp, Invitrogen™).
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Figura 11. Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8% do fragmento

amplificado do gene ATM de 317 pares de bases. A primeira linha

corresponde ao marcador de massa molecular (Ladder 100 bp, Invitrogen™).

As Tabelas 3 a 6 mostram as frequéncias de efeitos colaterais da
radioterapia nos 50 pacientes estudados. As Tabelas 3 e 4 representam o grau
de toxicidade aguda e crbnica, respectivamente, de cada area anatbmica,
estratificado em quatro grupos, desde grau 0 a 3, de acordo com o que Cox e
colaboradores, descreveram em 1995 [*®! (anexo 2). As Tabelas 5 e 6 mostram
a distribuicao da morbidade aguda e crbnica, agrupadas em alto grau ( RTOG =
2) e baixo grau ( RTOG < 2).

A Tabela 3 mostra que a maior parte dos pacientes apresentou
morbidade aguda de pele grau 0 e | com 82 e 14% respectivamente e apenas 2
pacientes (4%) apresentaram dermatite grau Il aguda. Quanto a toxicidade
aguda no trato gastrintestinal inferior e urinario, somente dois pacientes (4%) e
trés pacientes (6%) respectivamente apresentaram grau Il de toxicidade que é
o mais grave. No entanto, 10 e 44% dos pacientes apresentaram toxicidade
aguda no TGl inferior e urinario respectivamente, necessitando de medicacgao

para tratar tais sintomas.
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Na Tabela 4 pode-se perceber que somente o0s pacientes com
morbidade urinaria cronica apresentaram sintomas grau lll, sendo um total de
dois pacientes (4%) e 12% dos pacientes necessitaram de medicacao para
tratar sintomas urinarios cronicos grau Il. Somente um paciente (2%)
apresentou grau Il de morbidade crénica de pele e dois (4%) apresentaram
morbidade crénica no TGl inferior.

Tabela 3. Morbidade aguda segundo RTOG (grau de toxicidade)

RTOG RTOG RTOG
Pele TGl inferior Urinario
n (%) n (%) n (%)
Grau 0 41 (82%) 27 (54%) 11(22%)
Grau | 7 (14%) 16 (32%) 14 (28%)
Grau ll 2 (4%) 5 (10%) 22 (44%)
Grau Il - 2 (4%) 3 (6%)

Abreviagées: RTOG = Radiation Therapy Oncology Group
TGl = Trato Gastrointestinal. Grau 0 = sem sintomas

Tabela 4. Morbidade crénica segundo RTOG (grau de toxicidade)

RTOG RTOG RTOG
Pele TGl inferior Urinario
n (%) n (%) n (%)
Grau 0 49 (98%) 43 (86%) 23 (46%)
Grau | - 5 (10%) 19 (38%)
Grau Il 1 (2%) 2 (4%) 6 (12%)
Grau lll - - 2 (4%)

Abreviagées: RTOG = Radiation Therapy Oncology Group
TGI = Trato Gastrointestinal
Grau 0 = sem sintomas

Os dados extraidos dos prontuarios mostram que os efeitos
adversos de alto grau mais comuns sao os urinarios (Tabelas 5 e 6). Um total
de 25 pacientes, 50% dos casos, apresentaram sintomas urinarios agudos de
alto grau e 08 pacientes (16%) sintomas urinarios cronicos de alto grau. Nestes
pacientes foi necessario administrar medicacao para melhora do quadro clinico.
A toxicidade de alto grau aguda e crbnica no trato gastrointestinal foi detectada
em 14% e 4% dos pacientes, respectivamente (Tabelas 5 e 6).

Apenas dois (4%) dos pacientes apresentaram efeitos adversos
agudos de alto grau na pele e somente um (2%) apresentou toxicidade de
cronica de alto grau nesta area anatémica. Nenhum dos pacientes apresentou
dermatite aguda ou crbénica de grau lll. Isso mostra que os efeitos adversos
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mais comuns da radioterapia para o cancer de prostata ocorrem no trato
gastrointestinal inferior e no sistema urinario (Tabelas 3 e 4). Sintomas no
sistema reprodutor, tais como disfungéo erétil, ndo foram avaliados em nossas
analises, devido a falta de informacdes a este respeito nos prontuarios dos
pacientes.

Tabela 5. Distribuicdo de morbidade aguda de alto e baixo grau segundo RTOG

RTOG RTOG RTOG
Pele TGl inferior Urinario

n (%) n (%) n (%)
Alto grau 2 (4%) 7 (14%) 25 (50%)
Baixo grau 48 (96%) 43 (86%) 25 (50%)

Abreviagbes: RTOG = Radiation Therapy Oncology Group
TGl = Trato Gastrointestinal
Alto grau = RTOG = 2 e Baixo grau = RTOG < 2

Tabela 6. Distribuicdo de morbidade crbnica de alto e baixo grau segundo RTOG

RTOG RTOG RTOG
Pele TGl inferior Urinario

n (%) n (%) n (%)

Alto grau 1 (2%) 2 (4%) 8 (16%)
Baixo grau 49 (98%) 48 (96%) 42 (84%)

Abreviagbes: RTOG = Radiation Therapy Oncology Group
TGl = Trato Gastrointestinal . Alto grau = RTOG = 2 e baixo grau = RTOG < 2

Para a classificagdo do grau de toxicidade da pele, a dermatite foi o
unico sintoma considerado. Para os tratos gastrointestinal e urinario, varios
sintomas foram analisados a fim de se classificar a toxicidade. As Figuras 12 e
13 representam as percentagens de cada um dos sintomas agudos e crbnicos,
utilizados para classificacdo do grau de toxicidade (RTOG) no trato
gastrointestinal. Os sintomas agudos mais frequentes no TGl foram diarréia,
em 26% dos pacientes e dor anal, em 20% dos pacientes. Os sintomas
cronicos no TGl foram apenas diarréia e dor anal, em 10 e 2% dos pacientes
respectivamente.

Os sintomas avaliados no trato urinario foram, disuria, nicturia,
hematuria, polaciuria e outros sintomas relacionados aos listados nas Figuras
12 e 13. As percentagem destes sintomas sdo mostradas nas Figuras 14 e 15.
A disuria e nictaria foram os sintomas mais frequentes, atingindo
respectivamente 66 e 36% dos pacientes durante o tratamento ou em até 90

dias apds o fim do tratamento, como mostra a Figura 14. Da mesma forma os
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sintomas crénicos no trato urinario mais comuns foram disuria e nicturia,
atingindo 30 e 32% dos pacientes, respectivamente. Nao foram avaliados

outros sintomas crénicos relacionados aos listados na Figura 15.

Sintomas agudos no TGI

Diarréia + dor anal
Constipacao

Retite

Dor anal

Diarréia

sem sintomas 54%

Figura 12. Percentagens dos sintomas agudos apresentados no trato
gastrointestinal pelos pacientes estudados.

Sintomas cronicos no TGI

Dor anal I 2%

Diarréia _ 10%

I

Figura 13. Percentagens dos sintomas cronicos apresentados no trato
gastrointestinal pelos pacientes estudados

Sintomas agudos no TU

sem sintomas
Outros sintomas
Polacitria
Hematiria
Nictiria

Disuria 66%

Figura 14. Percentagens dos sintomas agudos apresentados no trato
Urinario pelos pacientes estudados
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Sintomas cronicos no TU

sem sintomas 23%

Polaciuria 12%

Hematiria [ 8%

Nicturia 32%

Disuria 30%

Figura 15. Percentagens dos sintomas cronicos apresentados no trato
urinério pelos pacientes estudados

A Tabela 7 mostra as freqiéncias de cada polimorfismo e os
genoétipos encontrados nos pacientes estudados. Para o gene ATM foi
analisado o polimorfismo Asp1853Asn. Apenas 12 individuos (24%)
apresentaram tal polimorfismo em heterozigose, ou seja, a troca ocorre em
apenas um dos alelos. Nenhum dos pacientes apresentou o genétipo AA, que é
a troca de bases em homozigose. A maior parte dos individuos eram
portadores do genétipo selvagem GG, cujo cédon codifica o aminoacido
asparagina (Asn).

A partir do fragmento amplificado do gene TP53 foi possivel avaliar
varios polimorfismos, dentre os quais, foram analisados os que estao listados
na Tabela 7, com as respectivas freqléncias genotipicas. Quanto ao
polimorfismo mais conhecido da literatura, Pro72Arg, 34% dos individuos
apresentaram a referida troca de G por C, em um dos alelos e 12%
apresentaram a troca em ambos os alelos (CC). Aproximadamente 46% dos
pacientes apresentam tal polimorfismo e 54% dos pacientes apresentavam o
genotipo selvagem.

Quanto ao polimorfismo que ocorre no codon 47 de TP53 (Pro47Ser),
com a troca do aminodcido prolina (Pro) por serina (Ser), apenas 2 pacientes
(4%) apresentaram tal polimorfismo em um dos alelos (heterozigose). Nenhum
dos pacientes apresentou a troca em ambos os alelos e 47 pacientes (94%)

possuiam o gendtipo selvagem.
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Além disso, foram analisados 3 polimorfismos intrénicos, localizados
no intron 3 de TP53. O polimorfismo intrénico com maior numero de referéncias
na literatura € uma insercéo de 16 pares de bases, comecando no nucleotideo
11951 do gene TP53. Este polimorfismo define 2 alelos: alelo A1 que
corresponde ao gene selvagem de TP53 e o alelo A2 com a seqiiéncia de 16pb
duplicada. Em nosso estudo os pacientes que sé tinham o alelo selvagem
foram classificados como A1 e aqueles que tinham em um dos alelos ou em
ambos como A2. Nao foi possivel verificar, por meio dos nossos experimentos,
a freqiiéncia de heterozigosidade. Os pacientes que portavam o alelo A2 foram
42 (84%), e os pacientes que ndo tinham o polimorfismo, somente o alelo
selvagem A1, foram 6 (12%). Isto mostra que a insergéo foi muito comum neste

grupo de pacientes.

Tabela 7. Freqiiéncia dos polimorfismos analisados em 50 pacientes.

Polimorfismos Genotipos FregUéncia
N (%)
ATM 5557 G>A GG (Asn/Asn) 38 (76%)
Asp1853Asn GA (Asn/Asp) 12 (24%)
AA (Asp/Asp) -
TP53 codon 72 C>G GG (Arg/Arg) 27 (54%)
Pro72Arg CG (Arg/Pro) 17 (34%)
CC (Pro/Pro) 6 (12%)
TP53 codon 47 C>T CC (Ser/Ser) 47 (94%)
Pro47Ser CT (Ser/Pro) 2 (4%)

TT (Pro/Pro) -

TP53 PIN3 11299 C>A cC 45 (90%)
CA 4 (8%)
AA -

TP53 PIN3 11322 C>T cC 42 (84%)
cT 2 (4%)
T 4 (8%)

TP53 PIN3 Indel 16pb A1 6 (12%)
A2 42 (84%)

Quanto aos outros dois polimorfismos encontrados no intron 3 de
TP53, um deles localizado na posicdo 11299 com a troca de uma citosina por
uma adenina, ndo foi muito freqlente entre os pacientes, sendo que 45

pacientes (90%), possuiam os alelos selvagens e apenas 4 pacientes (8%)
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apresentaram a troca em heterozigose, e nenhum em homozigose. Ja o
polimorfismo na regido 11322, onde ocorre uma troca de citosina por timina, foi
observado em 12% dos pacientes, dos quais 2 pacientes eram heterozigotos
(4%) e 4 pacientes (8%) eram homozigotos para a troca. Pacientes com os
alelos selvagens, sem a troca, foram 42, no total, representando 84% dos
pacientes analisados. As Tabelas de 8 a 11 representam a associagao entre
as caracteristicas clinicas dos pacientes e a toxicidade aguda ou crénica da
pele, trato gastrointestinal e trato urinario a radioterapia.

A Tabela 8 mostra que houve associacdo entre hormonioterapia
(HT) e a toxicidade aguda da pele (p=0,029), no entanto nenhuma das outras
caracteristicas se associaram a tal toxicidade. A Figura 16 mostra o gréafico de
dispersao representando o numero de pacientes que fizeram ou nao
hormonioterapia, em relacdo aos efeitos adversos agudos de pele ap6s a
radioterapia. As retas mostram o mesmo sentido e sugerem uma relacao
causal entre as duas variaveis. Outra associacao positiva, representada na
Tabela 11, ocorreu entre pacientes que sofriam de hipertensao arterial
sistémica e tiveram toxicidade crénica no trato urinario (p=0,022 OR:0,048
95%CI 0,004 - 0,620), entretanto ao avaliar o odds ratio, percebemos que a
presenca de HAS sugere um efeito protetor a toxicidade crénica no trato
urinario. Na Figura 17 que mostra o grafico de dispersdo desta associacao,
podemos perceber que as retas tem sentidos opostos, sugerindo assim uma
possivel acdo protetora da hipertensdo em relagéo a toxicidade urinaria crénica.
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Numero de Pacientes

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Grau de Toxicidade

HT sim HT nao

Figura 16. Gréfico de disperséo representando o nimero de pacientes
que fizeram ou ndo hormonioterapia, em relacdo aos efeitos adversos
agudos de pele apés a radioterapia.
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Figura 17. Grafico de dispersdo representando o ndmero de pacientes
que tinham ou n&o hipertensdo, em relacao aos efeitos adversos crénicos
urinarios de alto e baixo grau, apéds a radioterapia.

Nao houve nenhuma associacdo entre as demais caracteristicas
clinicas analisadas (etilismo, tabagismo, idade, neoplasia na familiar, diabetes,
escore de Gleason, cirurgia prévia e dose total aplicada) e a freqiéncia de
efeitos colaterais agudos e crbnicos de pele, do trato gastrointestinal e do trato
urinario (p>0,05), como mostram as Tabelas de 8 a 13. Nas amostras nas
quais nao foi possivel se utilizar odds ratio para calcular o risco estimado, foi

calculado o risco relativo de cada variavel, dentro do grupo estudado.

Tabela 8. Associacdes entre as caracteristicas clinicas e a dermatite aguda de alto grau ( = 2)
segundo o critério adotado pelo RTOG (Radiation Therapy Oncology Group) para pele.
Dermatite aguda

OR 95% IC p-value
Etilismo (sim/nao) 3,37 0,189 - 60,238 0,432
Tabagismo (sim/nao) 0,37 0,021 -6,501 0,490
Neoplasia na familia (sim/n&o) 1,615 0,093 - 28,117 1
Gleason = 6 1,044 0,983 - 1,109 1
Cirurgia (sim/no) 0,952* 0,890 - 1,019 1
HT concomitante (sim/n&o) 1,286 0,907 - 1,823 0,029
Idade (= 60 anos) 1,824 0,107 - 31,03 1
Dose total ( = 70Gy) 0,955* 0,895-1,018 1
HAS (sim/nao) 0,958* 0,882 - 1,042 1
Diabetes (sim/nao) 0,833 0,583 - 1,192 1

Abreviacdes: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; HT, hormonioterapia; HAS, hipertensao arterial
sistémica, respectivamente.
* Risco relativo e ndo odds ratio
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Tabela 9. Associagdes entre as caracteristicas clinicas e a dermatite cronica de alto grau (= 2)
segundo o critério adotado pelo RTOG (Radiation Therapy Oncology Group) para pele.

Dermatite cronica

OR 95% IC p-value
Etilismo (sim/n&o) 1,037* 0,966 -1,114 1
Tabagismo (sim/néao) 1,100 0,913 -1,326 0,282
Neoplasia na familia (sim/néo) - - -
Gleason = 6 1,022 0,980 - 1,066 1
Cirurgia (sim/néo) 0,976* 0,931 - 1,023 1
HT concomitante (sim/n&o) 0,976* 0,930 - 1,024 1
Idade ( = 60 anos) 1,032 0,970 — 1,099 1
Dose total ( = 70Gy) 0,977* 0,934 — 1,022 1
HAS (sim/n&o) 0,958* 0,882 — 1,042 1

Diabetes (sim/nao) - - -

Abreviagdes: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; HT, hormonioterapia; HAS, hipertenséo arterial
sistémica, respectivamente
* Risco relativo e ndo odds ratio

Tabela 10. Associacdes entre as caracteristicas clinicas e os efeitos colaterais do trato
gastrointestinal agudos de alto grau ( = 2) segundo o critério adotado pelo RTOG (Radiation
Therapy Oncology Group).

Efeitos adversos agudos no TGl

OR 95% IC p-value
Etilismo (sim/n&o) 1,31 0,208 - 8,319 1
Tabagismo (sim/nao) 0,978 0,160 - 5,989 1
Neoplasia na familia (sim/néo) 1,227 0,230 - 6,548 1
Gleason = 6 3,417 0,267 - 43,703 0,370
Cirurgia (sim/nao) 0,833* 0,728 - 0,954 0,580
HT concomitante (sim/n&o) 0,486 0,907 — 1,823 0,595
Idade ( = 60 anos) 1,400 0,276 — 7,096 0,692
Dose total ( = 70Gy) 0,841* 0,739 — 0,956 0,576
HAS (sim/nao) 0,600 0,049 — 7,345 1
Diabetes (sim/n&o) 0,600 0,027 — 13,582 1

Abreviacdes: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; TGl, trato gastrointestinal; HT, hormonioterapia;
HAS, hipertenséo arterial sistémica, respectivamente
* Risco relativo e ndo odds ratio

Tabela 11. Associacbes entre as caracteristicas clinicas e os efeitos colaterais do trato
gastrointestinal crénicos de alto grau (= 2) segundo o critério adotado pelo RTOG (Radiation
Therapy Oncology Group).

Efeitos adveros crénicos no TGl

OR 95% IC p-value
Etilismo (sim/n&o) 1,077 0,972 -1,193 1
Tabagismo (sim/nao) 1.222* 0,925 - 1,615 0,074
Neoplasia na familia (sim/n&o) 1,100* 0,964 - 1,255 0,511
Gleason = 6 1,044 0,983 - 1,109 1
Cirurgia (sim/no) 0,952* 0,890 - 1,019 1
HT concomitante (sim/n&o) 0,200 0,011 — 3,541 0,331
Idade ( = 60 anos) 1,067 0,975-1,166 0,530
Dose total ( = 70Gy) 0,955* 0,895-1,018 1
HAS (sim/nao) 0,130 0,006 — 2,677 0,270
Diabetes (sim/néo) 0,600 0,027 — 13,58 1

Abreviacdes: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; TG, trato gastointestinal; HT, hormonioterapia;
HAS, hipertenséao arterial sistémica, respectivamente. * Risco relativo e ndo odds ratio
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Tabela 12. AssociagOes entre as caracteristicas clinicas e os efeitos colaterais urinarios agudos
de alto grau ( = 2) segundo o critério adotado pelo RTOG (Radiation Therapy Oncology Group).

Efeitos adversos agudos no TU

OR 95% IC p-value
Etilismo (sim/néo) 4,038 0,710 - 22,966 0,137
Tabagismo (sim/nao) 1,600 0,393 - 6,509 0,510§
Neoplasia na familia (sim/néo) 1,800 0,455 -7,127 0,400§
Gleason = 6 2,087 0,177 - 24,615 1
Cirurgia (sim/néo) 1,000 0,220 - 4,536 1
HT concomitante (sim/n&o) 0,432 0,095 - 1,966 0,463
Idade ( = 60 anos) 2,020 0,623 — 6,557 0,239§
Dose total ( = 70Gy) 2,190 0,363 -13,22 0,667
HAS (sim/nao) 0,846 0,102 — 7,036 1
Diabetes (sim/néo) 2,000 0,150 — 26,73 1

Abreviacdes: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; TU, trato urinario; HT, hormonioterapia; HAS,
hipertensao arterial sistémica, respectivamente

* Risco relativo e ndo odds ratio

§ Associacao usando o chi-quadrado e nao Fisher exact test.

Tabela 13. Associagdes entre as caracteristicas clinicas e os efeitos colaterais urinarios
cronicos de alto grau (= 2) segundo o critério adotado pelo RTOG (Radiation Therapy
Oncology Group).

Efeitos adversos cronicos no TU

OR 95% IC p-value
Etilismo (sim/nao) 3,000 0,525-17,159 0,327
Tabagismo (sim/néao) 0,444 0,081 - 2,426 0,379
Neoplasia na familia (sim/n&o) 0,567 0,094 - 3,423 0,681
Gleason = 6 2,857 0,227 - 35,910 0,414
Cirurgia (sim/néo) 0,810* 0,699 - 0,937 0,324
HT concomitante (sim/n&o) 0,278 0,052 — 1,479 0,144
Idade ( = 60 anos) 2,000 0,434 - 9,210 0,436
Dose total ( = 70Gy) 0,946 0,095 -9,378 1
HAS (sim/nao) 0,048 0,004 - 0,620 0,022
Diabetes (sim/n&o) 0,067 0,003 - 1,509 0,190

Abreviacdes: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; TU, trato urinario; HT, hormonioterapia; HAS,
hipertensao arterial sistémica, respectivamente
* Risco relativo e ndo odds ratio

As Tabelas de 14 a 19 representam os resultados do cruzamento de
tabelas 2x2 em uma andlise univariada de alguns dos polimorfismos
encontrados nos genes TP53 e ATM versus toxicidade aguda e crénica de pele,
trato gastrointestinal e trato urinario.

Na analise de cross-table (tabelas cruzadas), o polimorfismo intrénico,
localizado na posigao 11322 do gene TP53, foi associado com a ocorréncia de
toxicidade = 2 aguda de pele (p=0,006). O risco relativo do paciente portador do

gendtipo TT (variante polimérfica em homozigose) de apresentar toxicidade de
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pele é 22 vezes maior do que os ndo portadores. Nenhum dos outros
polimorfismos foi significativamente associado com toxicidade aguda ou crénica
dos tecidos adjacentes a prostata. Isto pode ter ocorrido devido ao numero

reduzido da amostra, apenas 50 pacientes.

Tabela 14. Associacdo entre os gendtipos de TP53 e ATM e os efeitos adversos de alto
grau agudos de pele (dermatite) segundo 0 RTOG (Radiation Therapy Oncology Group).

Analise Univariada

OR 95% IC p-value
TP53 P47S 1,044* 0,983 - 1,109 1
TP53 PIN 3 Indel 16pb 1,150* 1,028 - 1,286 1
TP53 PIN 3 11299 1,093* 1,002 - 1,193 1
TP53 PIN 3 11322
(TT) 22,00* 5,680 - 85,207 0,006
TP53 Arg72Pro (Arg/Arg) 1,240* 1,044 - 1,473 1
ATM 5557 G>A 0,306 0,018 - 5,289 0,434

Abreviagées: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; PIN3, polimorfismo no intron 3,
respectivamente. * Risco relativo e ndo Odds ratio

Tabela 15. Associacao entre os gendtipos de TP53 e ATM e os efeitos adversos de alto grau
crénicos de pele, segundo o RTOG (Radiation Therapy Oncology Group).
Andlise Univariada

OR 95% IC p-value
TP53 P47S 1,043* 0,984 - 1,107 1
TP53 PIN 3 Indel 16pb 1,146 1,028 - 1,279 1
TP53 PIN 3 11299 16,00* 5,349 - 47,858 0,082
TP53 PIN 3 11322
(CT) 1,049* 0,982 - 1,120 1
(TT) 1,098* 1,002 - 1,202 1
TP53 Arg72Pro (Arg/Pro) 1,375* 1,065 - 1,776 1
(Arg/ArQ)
ATM 5557 G>A 4,364" 2,597 - 7,331 0,245

Abreviagbes: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; PIN3, polimorfismo no intron 3,
respectivamente. * Risco relativo e ndo Odds ratio

Tabela 16. Associacao entre os genétipos de TP53 e ATM e os efeitos adversos de alto grau
e agudos no trato gastrointestinal, segundo 0 RTOG (Radiation Therapy Oncology Group).

Andlise Univariada

OR 95% IC p-value
TP53 P47S 0,146 0,008 - 2,663 0,268
TP53 PIN 3 Indel 16pb 1,200 0,119-12,143 1
TP53 PIN 3 11299 0,125 0,014 - 1,094 0,092
TP53 PIN 3 11322
(CT) 1,056 0,979 - 1,138 1
(TT) 0,500 0,044 - 5,637 0,496
TP53 Arg72Pro (Arg/Pro) 1,500 0,111 - 20,299 1
(Arg/Arg) 1,150 0,105- 12,616 1
ATM 5557 G>A 0,781 0,131 - 4,665 1

Abreviagbes: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; PIN3, polimorfismo no intron 3,
respectivamente. * Risco relativo e ndo Odds ratio
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Tabela 17. Associacao entre os genoétipos de TP53 e ATM e os efeitos adversos de alto
grau e crbnicos no trato gastrointestinal, segundo o RTOG (Radiation Therapy Oncology
Group).

Andlise Univariada

OR 95% IC p-value

TP53 P47S *1,044 0,983 - 1,109 1
TP53 PIN 3 Indel 16pb *1,150 1,028 - 1,286 1
TP53 PIN 3 11299 *1,093 1,002 - 1,193 1
TP53 PIN 3 11322

(CT) 0,024 0,001 - 0,737 0,09
(TT) *1,098 1,002 - 1,202 1
TP53 Arg72Pro (Arg/Pro) - - -
(Arg/Arg) *1,240 1,044 - 1,473 1
ATM 5557 G>A *1,343 1,136 - 1,588 1

Abreviagbes: OR, Odds ratio; IC, intervalo de confianga; PIN3, polimorfismo no intron 3,
respectivamente. * Risco relativo e ndo Odds ratio

Tabela 18. Associacdo entre os gendtipos de TP53 e ATM e os efeitos adversos de alto
grau e agudos no trato urindrio, segundo 0 RTOG (Radiation Therapy Oncology Group).

Analise Univariada

OR 95% IC p-value
TP53 P47S *1,087 0,968 - 1,220 0,490
TP53 PIN 3 Indel 16pb 0,455 0,075 - 2,756 0,666
TP53 PIN 3 11299 0,292 0,028 - 3,021 0,349
TP53 PIN 3 11322
(CT) 0,826 0,048 - 14,106 1
(TT) 0,275 0,026 - 2,868 0,336
TP53 Arg72Pro (Arg/Pro) 0,350 0,05 - 2,467 0,371
(Arg/Arg) 0,538 0,084 - 3,451 0,665
ATM 5557 G>A 1,056 0,287 - 3,882 0,935 §

Abreviagbes: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; PIN3, polimorfismo no intron 3,
respectivamente. * Risco relativo e ndo Odds ratio
§ Associacao usando o Qui-quadrado (x2 )e nao Fisher exact test

Tabela 19. Associacdo entre os gendtipos de TP53 e ATM e os efeitos adversos de alto
grau e crdnicos no trato urinario, segundo o RTOG (Radiation Therapy Oncology Group).

Analise Univariada

OR 95% IC p-value
TP53 P47S *1,051 0,981 - 1,127 1
TP53 PIN 3 Indel 16pb 3,000 0,447 - 20,153 0,258
TP53 PIN 3 11299 0,154 0,018 - 1,308 0,120
TP53 PIN 3 11322
(CT) *1,056 0,979 - 1,138 1
(TT) 0,500 0,044 - 5,637 0,496
TP53 Arg72Pro (Arg/Pro) 3,750 0,396 - 35,543 0,270
(Arg/Arg) 2,875 0,388 - 21,289 0,295
ATM 5557 G>A 2,567 0,283 - 23,309 0,660

Abreviagbes: OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga; PIN3, polimorfismo no intron 3,
respectivamente. * Risco relativo e ndo Odds ratio
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Com a intencao de correlacionar as variaveis estudadas foi realizado
o teste de correlacdo de Spearman. A Tabela 20 lista todas as variaveis que
mostraram correlagdo entre si, seja positiva ou negativa. A correlacao positiva
mostra que os valores elevados de uma variavel correspondem a valores
elevados da outra e a correlagdo negativa representa valores elevados de uma
variavel correspondendo a valores baixos da outra e vice-versa. Uma
correlacao é considerada positiva perfeita quando o coeficiente de correlagao é
igual a 1. De 0 a 0,3 a correlacao é considerada positiva fraca, de 0,3 a2 0,6 é
uma correlacao positiva moderada e acima de 0,6 a correlagao é positiva forte.
A correlacdo negativa perfeita é igual a -1, de 0 a -0,3 é uma correlacao
negativa fraca, de -0,3 a -0,6 o coeficiente de correlagdo relacdo representa
uma correlacdo negativa moderada e abaixo de -0,6 a correlacdo é negativa
forte.

Os resultados mostram que mesmo sendo fraca, existe correlacdo
entre os efeitos colaterais agudos do trato urinario e os efeitos agudos do trato
gastrointestinal (p=0,02). Da mesma forma os efeitos urinarios agudos estavam
correlacionados positivamente com os efeitos gastrointestinais agudos (p=0,02).
Nao foi encontrada correlagdo positiva entre os polimorfismos e os efeitos
adversos a radioterapia. Entretanto, existe uma correlacéo positiva fraca entre
o polimorfismo no coédon 72 de p53 e o polimorfismo intrénico da posicao
11322 (p=0,01). Além disso, os polimorfismos do cédon 47 e o polimorfismo do
intron 3 na posicdo 11299 também estdo correlacionados positivamente
(p=0,01).

Tabela 20. Correlagdes significativas entre as variaveis do estudo

Varivel 1 Variavel 2 Coef. Correlacao” p-value

Efeitos urinarios agudos Efeitos TGl agudos 0,29 0,02
Efeitos urinarios crénicos Efeitos TGl agudos 0,30 0,02
Efeitos urinarios crénicos TP53 PIN3 11299 C>A -0,27 0,03
Efeitos TGl agudos Dose total -0,25 0,03
Efeitos TGl agudos TP53 PIN3 11299 C>A -0,30 0,02
Efeitos TGl crénicos Dose total -0,30 0,05
TP53 codon 72 C>G TP53 PIN3 11322 C>T 0,31 0,01
TP53 codon 72 C>G TP53 PIN3 11299 C>A -0,30 0,01
TP53 codon 72 C>G TP53 codon 47 C>T -0,25 0,03
TP53 codon 47 C>T TP53 PIN3 11299 C>A 0,31 0,01

* Coeficiente de correlagdo de Spearman
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V - Discussao

Existe uma crenga que a revolugdo genémica desencadeada pelo
sequenciamento total do genoma humano e o desenvolvimento tecnolégico de
metodologias em larga escala, anuncia o futuro da medicina personalizada.
Para a oncologia, este progresso deve aumentar a possibilidade de predizer
respostas individuais de pacientes a radioterapia e a quimioterapia.
Andreassen et al 1(2002) levantaram a hipétese de que a radiossensibilidade
dos tecidos normais deve estar associada a um entdo chamado “complexo
traco-dependente” que agrega o efeito de muitos determinantes genéticos
minimos, e os polimorfismos de base Unica poderiam corresponder a parte
destes componentes.

Nesse sentido, alguns pontos importantes observados durante a
realizacdo deste projeto serdo discutidos nos paragrafos subsequentes.

A avaliacdo das caracteristicas clinicas dos pacientes mostrou que a
hipertensdo arterial sistémica e diabetes foram as comorbidades mais
freqientemente relatadas pelos pacientes incluidos neste estudo (Figura 08).
Nossas andlises mostraram que a hipertensdo arterial sistémica estava
fortemente associada a diminuicdo do risco de efeitos adversos crénicos
urinarios apos a radioterapia (OR:0,048 95%CI 0,004 - 0,620; p=0,022). Na
Figura 17, que mostrou o gréafico de dispersao desta associacdo, podemos
perceber que as retas tem sentidos opostos, sugerindo assim uma possivel
acao protetora da hipertensdo em relacéo a toxicidade urinaria crénica. Este
resultado corrobora com os dados publicados por um ensaio clinico de fase lll
em 2011, que também encontrou associacdo entre a hipertensdo e o baixo
risco de desenvolvimento de sintomas urinarios crénicos apods a radioterapia
(HR=0.25, 95% Cl 0.09 - 0.71; p=0.009) . Devido ao grupo amostral
relativamente pequeno, nossos resultados ndo excluem a possibilidade de que
a hipertensdo ou seu tratamento possam ter um significante efeito clinico
protetor contra o desenvolvimento de efeitos adversos no trato gastrointestinal.

O uso de anti-hipertensivos no tratamento da HAS foi previamente
associado com a diminuicdo de diarréia aguda apds a radioterapia ©%. Outro
estudo sugeriu que isto poderia ocorrer por meio de um mecanismo vascular ©",

Neste estudo n6s nao coletamos dados sobre medicagdes concomitantes, fato
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que poderia esclarecer melhor a associagdo entre a HAS e os sintomas
urinarios crénicos.

Dos 50 pacientes estudados, 09 realizaram hormonioterapia
concomitante (Tabela 2). Destes, apenas 02 apresentaram na pele efeitos
adversos agudos de alto grau. Nossos resultados mostram que a
hormonioterapia parece ter um efeito clinico determinante para o
desenvolvimento de dermatite aguda apo6s a radioterapia, em pacientes com
tumores prostaticos. Os pacientes que fizeram HT concomitante tinham o risco
1,3 vezes maior de apresentar toxicidade aguda de pele (p= 0,029, RR: 1,3) em
relacdo aos pacientes que nao foram submetidos a HT. A Figura 16 mostra o
grafico de dispersdo com retas de sentidos convergentes, o que sugere que
pacientes que fizeram HT tem uma chance maior de apresentar dermatite
aguda apés a radioterapia.

Nao existem estudos que mostrem a relacéo direta entre a HT e os
efeitos adversos de pele, em pacientes com cancer de préstata submetidos a
radioterapia. Uma meta-analise publicada em 2009 mostrou que a supressao
hormonal ocasionada pela hormonioterapia juntamente com a radioterapia
reduzia a recorréncia e mortalidade de pacientes com cancer de proéstata
localizado, sem afetar a toxicidade urinaria e do trato gastrintestinal ®2,
Estudos recentes concluiram que a HT ndo é determinante para o
desenvolvimento de efeitos agudos e cronicos no trato urinario ou

a 838l o outro estudo ainda classificou a

gastrointestinal ap6s a radioterapi
hormonioterapia como efeito protetor a toxicidade intestinal/retal em pacientes
portadores de cancer de préstata, tratados com radioterapia 3D 7.

Este estudo nao contradiz os resultados publicados na literatura, ja
que encontramos uma associacdo entre HT e efeitos adversos de pele,
dermatite, que nao foi analisada por nenhum dos estudos revisados, sendo que
a pele nao é considerada o 6rgao de risco mais afetado pela radioterapia nesta
estrutura anatdbmica. Novos estudos sdo necessarios para avaliar esta
associacao encontrada. Acreditamos que esta associacado possa ser verdadeira,
uma vez que a bula do medicamento mais utilizado em hormonioterapia para
cancer de proéstata, o Zoladex® (registro no ministério da saude MS

1.1618.0043), apresenta as alteracbes de pele e tecido subcutdneo como
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efeitos adversos muito comuns (= 10%). Nossas analises sugerem que estes
efeitos possam ser potencializados pela radioterapia.

A analise dos demais dados clinicos mostrou, como esperavamos,
que tais caracteristicas nao foram determinantes da toxicidade aguda ou
cronica dos tecidos adjacentes a préstata, quando submetidos a radioterapia.
Esta observagéo corrobora com a importancia de se investigar o perfil genético
dos pacientes a fim de se encontrar uma associagdo positiva com os efeitos
colaterais apresentados apés radioterapia.

O presente estudo foi realizado com a intengao inicial de analisar a
influéncia de polimorfismos genéticos nos genes TP53 e ATM e o
desenvolvimento de toxicidade aguda ou crénica em pacientes portadores de
cancer prostatico tratados com radioterapia convencional. Nossos achados
mostraram que o polimorfismo localizado na regido 11322 do intron 3 de TP53
estava associado com alto risco de desenvolvimento de efeitos adversos
agudos de alto grau na pele (p=0,006). Foi observado o efeito causador no
subgrupo que possuia o alelo variante em homozigose (RR 22,00; 95%IC 5,68
- 85,21), mesmo com o grupo amostral de 50 pacientes sendo considerado
pequeno.

O polimorfismo intrénico 11322 C>T (rs35117667) ainda nédo foi
investigado por nenhum estudo, no entanto sua freqiéncia foi validada em
populacdes controle ndo afetadas. Nao existe nenhuma informacéo adicional
como freqiéncia em populacbes especificas ou estudos de associacao
publicados, de acordo com o nosso conhecimento e buscas no site do NCBI
(National Center of Biotechnology Information).

A base molecular da associagdo entre o polimorfismo intrénico
11322 C>T e o risco elevado para toxicidade aguda de pele (dermatite) ainda
nao foi estabelecida. Por ser localizado no intron, este polimorfismo nao esta
implicado diretamente numa proteina alterada, entretanto, uma hip6tese pode
ser que este polimorfismo leve a um splicing alternativo ou mesmo esteja
relacionado aos RNAs de interferéncia, mas nao existe nenhuma confirmacao
destas hipéteses ainda. Uma proteina alterada por estes processos pode estar
associada, por exemplo, a um aumento de apoptose, como ja foi descrito para
o polimorfismo de p53 Pro72Arg, onde o gendtipo Arg72 parece estar

relacionado a uma maior apoptose ¢,
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Sao necessarios novos estudos para avaliar este polimorfismo in
vitro e em um numero maior de pacientes e ainda relacionar com outros tipos
de tumores, como o de mama, onde a pele é um dos tecidos mais afetados
pela radioterapia.

Este foi o primeiro estudo a avaliar a toxicidade aguda e crénica de
pacientes portadores de cancer prostatico e o polimorfismo no gene TP53
Pro72Arg. Nenhuma associacao foi encontrada, no grupo estudado. No entanto,
mais da metade dos individuos, 27 no total, apresentaram a troca em
homozigose, ou seja, apresentam a combinacédo Arg/Arg, que foi descrita como

gendtipo mais predisposto a apoptose [©°l.

Um estudo em 2006 por
pesquisadores alemaes ") mostrou que existe uma associacéo positiva entre a
toxicidade aguda de pele e o gendtipo 72Pro em pacientes obesas portadoras
de cancer de mama, este estudo contou com 446 pacientes para andlise. E
possivel que este polimorfismo mostre alguma relacdo com toxicidade de
pacientes portadores de cancer prostatico se 0 numero de pacientes estudados
for maior.

Os dados sobre o efeito do polimorfismo de TP53, Pro72Arg em
tratamentos sdo escassos, mas foi mostrado que pacientes que recebiam
quimioterapia para cancer de cabeca e pesco¢o avancado tinham uma melhor
resposta e maior sobrevida quando seus tumores expressavam o alelo pré-
apoptético Arg72 &7,

Um resultado importante deste trabalho foi a correlacdo positiva que
encontramos entre os gendétipos de TP53 Pro72Arg e TP53 11322 C>T (p 0,01
e Coef. correlagcdo 0,31). Mesmo sendo uma correlagdo fraca, este dado
mostra que os dois polimorfismos crescem de forma correspondente, ou seja,
poderiam ser dependentes. Sao necessarios outros estudos para validar ou
nao esta hipétese de dependéncia e sua relacdo com os efeitos agudos e/ou
cronicos de resposta a radioterapia.

A proteina p53 possui no cédon 47 (P47) uma prolina que atua no
sitio de reconhecimento para fosforilagdo de uma ser46 pela proteina p38
MAPK, a qual leva a inducao da apoptose. Contudo, uma percentagem menor
de 5% dos americanos descendentes de africanos possuem uma serina no
lugar da prolina do cédon 47 (S47) devido a um SNP nesta posicao com a troca
de Citosina por Timina . Li e colaboradores ®® (2005) mostraram que a
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variante S47 de p53 era um pior substrato para fosforilagdo pela p38 MAPK,
resultando em uma reducéo de até 5 vezes na capacidade de induzir apoptose,
comparada com a proteina p53 selvagem. Esta diminuicdo na capacidade de
induzir apoptose foi acompanhada pela reduzida habilidade de transativagao de
dois genes alvos pro-apoptéticos de TP53: 0 gene p53A1P1 e gene PUMA,
mas nao de outros genes alvos de p53, em células humanas transfectadas.
Nossas analises revelaram que cerca de 4% dos pacientes do estudo
possuiam a variante S47. A populacao brasileira é bastante miscigenada,
motivo pelo qual, a freqiéncia deste polimorfismo em nosso estudo é

8] No entanto a

semelhante a freqiéncia do estudo de Li et al (2005)
percentagem de pacientes com este polimorfismo nao foi estatisticamente
suficiente para encontrarmos uma relagdo com os efeitos adversos a
radioterapia, mesmo sendo uma variante que possivelmente induz apoptose.
Apesar de ambos os polimorfismos no cdédon 72 e no cédon 47 estarem
relacionados a inducdo da apoptose, nossos resultados mostraram uma
correlacdo negativa entre eles (p=0,03 e Coef. Correlacdao: — 0,25). A
correlacdo é fraca, contudo pode indicar que estes dois polimorfismos nao
estejam relacionados entre si, ou seja, ndo dependem um do outro para que
ocorram.

Quanto ao polimorfismo no intron 3 de TP53, uma
insercao/duplicacdo de 16 pares de bases descrita por Lazar et al. *® (1993),
nao foi encontrada nenhuma associacdo com o desenvolvimento de efeitos
adversos a radioterapia (p>0,05). Nossos dados corroboram com os resultados
de Tan et al (2006) " que também ndo encontrou associacdo deste
polimorfismo com o risco de toxicidade apds a radioterapia. Entretanto, um
estudo publicado por Gemignani e colaboradores % em 2004, mostrou que
esta insercao/duplicacdo estd associada ao risco de desenvolvimento de
cancer colorretal (OR 1.55, 95% CI 1.10 — 2.18, p = 0.012). Entre os pacientes
portadores de céancer prostatico incluidos no presente estudo 42/50 (84%)
apresentaram tal polimorfismo. Levando-se em consideracao estes resultados
analisados pode sugerir um estudo caso-controle para verificar a associacao
entre este polimorfismo e o desenvolvimento de cancer de prostata. Ainda nao
existem estudos que respondam tal questionamento, e nenhum dos estudos
que incluem este polimorfismo foi realizado em regides abaixo da linha do
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Equador. Nosso estudo é o primeiro no Brasil a incluir este polimorfismo em
suas analises. O significado funcional do polimorfismo de TP53 PIN3 ainda
permanece pouco explorado, impedindo assim a comparagao dos efeitos deste
polimorfismo com os demais analisados.

Nao houve nenhuma evidéncia da associacdo do polimorfismo
intrénico na posigdo 11299, onde ocorre uma troca de citosina por adenina, no
gene TP53 com toxicidade aguda ou crénica de alto grau. Este polimorfismo
ainda foi pouco estudado, e de acordo com nossas buscas em sitios cientificos,
ainda nao existem trabalhos que o associem aos efeitos colaterais da
radioterapia.

E sabido que MicroRNAs (miRNAs) sdo uma chave importante da
regulacdo da expressao génica poés-transcricional em diversos processos
fisioldgicos e patoldgicos. Suzuki et al. ¥ (2009) mostrou que em resposta ao
dano ao DNA, a proteina p53 esta envolvida na maturagdo pds-transcricional
de varios miRNAs com fungdes supressoras, incluindo miR16-1, miR143,
miR145 e miR206. Em geral, TP53 selvagem leva a expressdao de miRNA, ja
TP53 mutante diminui a expressao de alguns tipos de miRNA, sugerindo que
mutacdes em p53 possam interferir no processamento de miRNA independente
do processo transcricional. Este dado mostra a importancia de avaliarmos os
polimorfismos intrénicos no gene TP53. No entanto, ndo existem evidéncias
que conectam os polimorfismos intrénicos que estudamos e os MiRNAs
descritos por Suzuki 9,

As alteragdes no gene ATM sdo uma das mais estudadas para
associacao com a radiotoxicidade do tecido normal. Isto se deve a constatacéo
de que pacientes com mutagdes neste gene apresentavam ataxia-telangectasia,
uma alteragéo patoldgica que leva a uma hipersensibilidade a radioterapia.

Nossas analises mostraram que o polimorfismo Asp1853Asn nao
estava associado ao desenvolvimento de nenhum efeito adverso agudo ou
croénico em pacientes portadores de cancer prostatico tratados com radioterapia
(p>0,05). Este foi o primeiro estudo a verificar a associacdo deste polimorfismo
especifico no gene ATM, com os efeitos colaterais da radioterapia para o
cancer de préstata, portanto, ndo podemos compara-lo com outros estudos
realizados anteriormente. Além disso, o estudo de um Unico polimorfismo em

ATM pode ter sido um dos fatores limitantes por ndo termos encontrado uma

64




Variantes genéticas de radiotoxicidade em pacientes com tumores prostdticos tratados com radioterapia

Dissertacdo de Mestrado — Hellen da Silva Cintra de Paula - 2012

associacao positiva entre as alteragdes no gene ATM e os efeitos adversos da
radioterapia.

O primeiro trabalho a descrever uma associagao entre mutacées no
gene ATM com proctite e cistite em pacientes com cancer de préstata foi

publicado em 1998 por Hall et al

s [14,20]

. Esta publicacado foi seguida por duas
outra que demonstraram a associacao entre SNPs missense em ATM,
incluindo o SNP no coédon 1853 com o sangramento retal e disfuncao erétil.
Nestes estudos, a associacado entre os SNPs e a proctite foi dependente da
dose de radiacdo aplicada. Em contrapartida com estes resultados positivos,
nenhuma associacao foi encontrada entre o0 SNP que ocorre no cédon 1054 de
ATM e morbidade urinaria ou disfuncao erétil 1.

Varios trabalhos foram publicados mostrando a associagdo entre
polimorfismos de ATM e o cancer de mama. Alguns destes estudos mostraram
que o polimorfismo no cédon 1853 de ATM estava associado ao risco elevado

de fibrose P29

Outro estudo realizado com pacientes Norueguesas e
americanas encontrou associacdo entre este mesmo polimorfismo e a
telangiectasia (p=0,042) 3,

O ATM é um gene grande com muitas variantes documentadas.
Serdo necessérios estudos de associacdo destes SNPs em maiores grupos
amostrais para estabelecer se as variantes de base Unica ou os hapl6tipos
deste gene podem de fato contribuir com a toxicidade do tecido normal.

Uma das grandes limitacbes deste estudo foi a impossibilidade de
calcular a dose exata que chegou a cada 6rgao adjacente a prostata, uma vez
que o servico de radioterapia, no momento do tratamento dos pacientes
selecionados, usava a radioterapia convencional e nao a radioterapia 3D ou
conformacional que permitem um calculo mais fidedigno da dose de radiagéo
em cada tecido adjacente. Este é definitivamente um parédmetro importante na
comparagao com estudos realizados em outros laboratérios e que utilizam tipos
de tratamentos mais avancados. Um estudo clinico de fase | que esta em
andamento (NCT00002602) podera mostrar os potenciais beneficios do
planejamento 3D para radioterapia de céncer de préstata localizado. Sua
finalidade é determinar a dose maxima de radioterapia tolerada pela préstata e

os tecidos que a envolvem P4,
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QOutra limitacdo importante deste estudo foi o tamanho do grupo
amostral. Foram selecionados 50 pacientes para o estudo, 0 que em termos
estatisticos é considerado um numero pequeno. Portanto, os achados deste
estudo necessitam de uma validacao adicional por estudos subseqglentes.
Mesmo assim, nossos resultados puderam fornecer informacdes relevantes da
importancia do polimorfismo de TP53 11322 C>T e a dermatite apds a
radioterapia em pacientes com cancer de préstata. Este resultado contribui
como ferramenta Util para as estratégias de individualizacdo da radioterapia. O
presente estudo é o primeiro a observar as freqiiéncias deste polimorfismo
dentro de uma populacao especifica e também o primeiro a associar este
polimorfismo a radioterapia.

Este estudo foi realizado retrospectivamente com a coleta das
amostras e dos dados dos prontuarios apos a radioterapia. Um estudo
prospectivo poderia gerar mais informagdes sobre 0s pacientes e seus
sintomas antes e apds a radioterapia, tornando possivel, por exemplo, a
avaliacao da funcao erétil do paciente, que ndao pudemos incluir no estudo ja
que seria necessaria a aplicacao de questionario antes e depois do tratamento.
A disfuncéo erétil € uma complicagcdo da radioterapia e ja foi relacionada a
polimorfismos em alguns genes "%,

Em suma, apesar das limitacbes do tratamento e de um grupo
amostral relativamente pequeno, nossos resultados mostram que
polimorfismos tém um papel determinante no desenvolvimento de efeitos

adversos a radioterapia.
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VI - Perspectivas e conclusoes

Os polimorfismos nos genes ATM e TP53 sao comumente
estudados, principalmente por atuarem nas vias de reparo do DNA. No entanto,
polimorfismos em outros genes sédo igualmente importantes no momento de
avaliar a radiotoxicidade do tecido normal em pacientes com cancer de préstata.
Uma associacdo importante foi encontrada entre SNPs nos genes LIG4,
ERCC2 CYP2D6 e MDCI com toxicidade na bexiga e no reto 69
Polimorfismos no gene TGFB1 foram correlacionados com disfungéo erétil e

sangramento retal "%\

Além disso, foi descrito que pacientes com um
polimorfismo no gene XRCC1 tinham mais chances de desenvolver disfuncao
erétil e que homens com um polimorfismo em SOD2 ou a combinagcao de SNPs
em SOD2 e XRCC3 possuiam uma incidéncia maior de sangramento retal !,
Por fim, outros SNPs, localizados nos genes SART1, ID3, EPDRI, PAH e
XRCC6 foram associados a morbidade urinaria apés a radioterapia °”. Um
grande desafio é o de avaliar estes polimorfismos ja associados a
radiotoxicidade em pacientes do Servico de Radioterapia do Hospital Aradjo
Jorge, da ACCG a fim de validar estes resultados na populacao de Goias, e
futuramente, juntamente com outros servigos, validar os resultados também na
populacao brasileira.

A identificacdo de polimorfismos associados as complicacoes da
radioterapia pode levar a duas conseqiiéncias importantes. A primeira é que
com tal informagdo o clinico poderia tratar com cirurgia ou quimioterapia
exclusivas aqueles pacientes que possuirem genétipos associados aos efeitos
adversos severos da radioterapia. Outra conseqiéncia diz respeito a pacientes
que possuissem SNPs associados ao dano pela radiacdo poderiam se
beneficiar de radioterapias mais sofisticadas, como a radioterapia de
intensidade modulada, em que o tumor € o foco da radiacdo e os tecidos
adjacentes recebem quantidades de radiacdo inferiores, levando a menores
danos. Desta forma, um teste genético preditivo poderia identificar pacientes
que seriam beneficiados por tratamentos mais dispendiosos, gerando a
economia para o sistema unico de saude. Um paciente que possua um SNP

associado a toxicidade do tecido normal é de fato um candidato ideal para
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radioterapia, ja que algumas variantes genéticas podem render
radiosensibilidade ao tumor. Para tal paciente, o uso de uma dose padréao
poderia ser desnecessariamente alta e é possivel que este paciente possa ser
curado com doses mais baixas, que levariam também a menos danos nos
tecidos normais. Outro beneficio é a possibilidade de tratar a grande maioria
dos pacientes, que nao possuam as alteracdes genéticas, com doses mais
altas de radiacéo e melhorar suas chances de cura.

Atualmente a maior parte dos estudos neste campo foi realizada a
partir de genes candidatos, como o presente estudo. Estes trabalhos podem
fornecer informacdes valiosas, no entanto sdo limitados e ainda nao tiveram
sucesso em fornecer um teste preditivo para identificar pacientes
radiosensiveis. Para suprir o insucesso dos estudos com genes candidatos, os
pesquisadores em radiogendmica comegaram uma busca mais ampla para
identificar genes e SNPs associados a resposta a radiacdo. Ja estdo sendo
executados estudos em larga escala de associacdo genémica ampla (GWA, do
inglés: genome wide association), nos quais 0s pacientes sdo genotipados para
um grande numero de SNPs comuns. Estes estudos podem tanto servir como
base para testes preditivos como podem também levar a descoberta de genes
cujos produtos tenham um papel importante na resposta a radiagdo. Espera-se
que estas informacdes ajudem a elucidar as vias envolvidas nos efeitos da
radiacdo, o que poderia ajudar no desenvolvimento de drogas capazes de
prevenir ou atenuar a toxicidade a radiagcdo. Em 2010 foi publicado o primeiro
estudo de associacdo genémica ampla a identificar SNPs associados com uma
forma de toxicidade do tecido normal, a disfuncdo erétil, em pacientes
portadores de cancer prostatico e tratados com radioterapia '*. Além disso, foi
criado também um consoércio internacional de radiogendmica com a intencao
de agrupar dados e amostras em escala global a fim de criar um grande
biorrepositério e um banco de dados, que juntos poderiam aumentar o poder
estatistico dos estudos, nesta area °®.

Com o avangco da radiogendmica, cada vez mais tomamos
conhecimento da diversidade de SNPs presentes nos individuos e que estao
associados ao desenvolvimento de complicagcdes resultantes da radioterapia.
Por isso, esta modalidade terapéutica nao pode continuar a ser realizada como
um protocolo padronizado em que cada tipo de tumor recebe determinada dose
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de radiacdo, sem que sejam consideradas todas essas diferencas
interindividuais e genéticas. Em relagdo a radioterapia, a genética e todos os
conhecimentos gerados até o momento ainda ndo conseguiram promover
avancos suficientes que justificassem mudancas na conduta terapéutica,

embora a necessidade da pesquisa nesta area seja evidente.
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ANEXO 01
Termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE

Nuimero ficha: CID: Projeto: Prontudrio:
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar, como voluntdrio, em uma pesquisa. Esse consentimento € exclusivo para esta
pesquisa, sem possibilidade de extensdo do mesmo para outros projetos. Apds ser esclarecido sobre as informagdes a seguir, no caso
de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final este documento, que estd em duas vias (uma da pesquisadora e a outra sua). Em caso
de recusa vocé ndo serd penalizada de forma alguma. Em caso de divida sobre seus direitos vocé pode procurar o Comité de Etica

em Pesquisa do Hospital Aratijo Jorge ou o Coordenador do Comité de Etica pelo telefone (062) 3243-7000, ramal 7089.

O titulo da pesquisa é “Radiossensibilidade exacerbada do tecido normal em tratamento radioterapico para tumores de
Cabeca e pescoco, Cancer de Colo uterino e Cancer de préstata: analise dos polimorfismos de base tinica (SNPs) do gene p53
e ATM”.
As pesquisadoras responsdveis sdo a Dra. Juliana Castro Dourado Pinezi e a Dra. Renata de Bastos Ascenco Soares, que,
em caso de dividas podem ser contatadas pelos telefones (062) 3243-7022/3243-7059.
Sobre a pesquisa:
= Esse estudo se propde a avaliar a variagdo dos efeitos colaterais secunddrios a radioterapia que o senhor (a) recebeu no
dltimo ano. Para isso utilizaremos as informagdes escritas no seu prontudrio e estamos solicitando que o senhor (a) doe uma amostra
de sangue pequena (15ml que equivale a menos que uma seringa) para que possamos estudar o seu sangue (avaliacdo do seu DNA) e
descobrir porque alguns pacientes apresentam mais efeitos colaterais que outros.
= Seu acompanhamento e tratamento ndo serdo alterados em nada por este estudo.
= Os resultados deste estudo poderdo ajudar a desenvolver um método para diminuir os efeitos colaterais do tratamento
com a radioterapia;
= Seus dados pessoais (como nome) permanecerdo confidenciais, sem exposi¢do publica, sendo o senhor (a) identificada
apenas por um nimero;
= Nio haverd qualquer compensagdo financeira por sua participa¢do no projeto de pesquisa;
= Se houver necessidade, vocé terd a assisténcia necessdria, decorrente da sua participac@o no estudo;
= Voceé poderd retirar seu consentimento a qualquer hora sem prejuizo para seu tratamento ou acompanhamento;

Eu, RG

CPF prontudrio , concordo em participar da pesquisa acima descrita, como sujeito. Fui
devidamente informado e esclarecido sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que

isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢io de meu acompanhamento, assisténcia ou tratamento.

Goidnia, ___ de de20__ .

Assinatura da paciente

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do sujeito em participar.

Testemunha: Assinatura:

Testemunha: Assinatura:
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ANEXO 02
Morbidade segundo o RTOG

Tabela 1 — Pele
Grau Sintomas
Grau 0 Sem mudanca.

Grau 1

Grau 2

Grau 3

Grau 4

Eritema folicular fraco ou apagado, epilacdo, descamacao seca,
diminuicdo da sudorese.

Eritema brando ou claro, descamacao umida em placas, edema
moderado.

Descamagdo umida confluente, além das dobras da pele ou
edema em casca de laranja.

Ulceracado, hemorragia ou necrose.

Tabela 2 - Membrana mucosa

Grau Sintomas

Grau 0 Sem mudanca.

Grau 1 Eritema puntiforme, pode haver dor branda sem a necessidade
de analgésicos.
Mucosite em placas que pode produzir uma secrecao

Grau 2 serossanguinolenta inflamatéria. Pode haver dor moderada
necessitando de analgésicos.

Grau 3 Mucosite fibrinosa confluente. Pode incluir dor intensa,
necessitando de narcéticos.

Grau 4 Ulceracao, hemorragia ou necrose.
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Tabela 3 — Trato Urinario

Grau Sintomas

Grau 0 Sem mudanca.

Frequiéncia urinaria ou nicturia 2x maior que o habitual. Urgéncia

Grau 1 o ~ ) T
miccional ndo necessitando de medicacao.

Frequiéncia urinaria ou nicturia menos freqlente do que a cada
Grau 2 hora. Disuria ou espasmo de bexiga necessitando de analgésico
topico.
FreqUéncia urinaria ou nictdria a cada hora ou mais frequiente.
Disuria, dor pélvica ou espasmo de bexiga necessitando o uso
de narcéticos regularmente. Hemataria macroscépica, com ou
sem coagulos.

Grau 3

Hematuria requerendo transfusao. Obstrucdo aguda da bexiga.

Grau 4 ~
Ulceracao ou necrose.

Tabela 4 — Trato Gastrintestinal Superior

Grau Sintomas

Grau 0 Sem mudanca.

Anorexia com menos de 5% de perda de peso. Nauseas nao
Grau 1 necessitando de antieméticos. Desconforto abdominal nao
necessitando de drogas parassimpatoliticas ou analgésicos.

Anorexia com menos de 15% de perda de peso. Nauseas ou
Grau 2 vOmitos necessitando de antieméticos. Dor abdominal
necessitando de analgésicos.

Anorexia com mais de 15% de perda de peso ou
necessitando de sonda nasogastrica ou de suporte

Grau 3 parenteral. Dor abdominal intensa ou distensao (radiografias
demonstrando distensdo de alcas intestinais). Hematémese
ou melena.

Obstrucdo aguda ou subaguda do ileo e dor abdominal

Grau 4 intensa. Perfuracdo intestinal ou sangramento requerendo

transfusao.
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Tabela 5 - Trato Gastrintestinal Inferior

Grau Sintomas

Grau 0 Sem mudanca.

Grau 1 Aumento da freqiéncia ou modificacdo do habito intestinal
nao necessitando de medicacdo. Sem desconforto retal.

Grau 2 Diarréia necessitando de drogas parassimpatoliticas.
Descamacéao de mucosa ou dor retal e abdominal.

Grau 3 Diarréia requerendo suporte parenteral. Mucosite grave ou
sangramento necessitando de fraldas.
Obstrucdo aguda ou subaguda, fistula ou perfuracao.

Grau 4 Sangramento requerendo transfusdo. Dor abdominal ou

tenesmo necessitando de sonda nasogastrica.

Tabela 6 — Sistema Hematopoiético

Grau

Sintomas

Grau 0

Grau 1

Grau 2

Grau 3

Grau 4

Sem mudanca.

11 >Hb=>9,5

4000 > leucocitos = 3000
1900 > neutrofilos =2 1500
100.000 > plagquetas = 75.000

95>Hb=>7,5

3000 > leucdcitos = 2000
1500 > neutréfilos = 1000
75.000 > plaquetas = 50.000

75>Hb=5,0

2000 > leucdcitos = 1000
1000 > neutrdfilos = 500
50.000 > plaquetas = 25.000

Hb < 5,0
Leucécitos < 1000
neutréfilos < 500
plaguetas < 25.000

* Grau 5: Morte.

Cox JD, Stetz J, Pajak TF. Toxicity criteria of the Radiation Therapy
Oncology group (RTOG) and the European Organization for Research
and Treatment of Cancer (EORTC). Int J Radiat Oncol Biol Phys 1995;
31:1341-6.
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Anexo 3

Protocolo de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

CEP/ACCG - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ASSOCIACAO DE COMBATE AQ CANCER EM GOIAS

PROTOCOLO CEPACCG N° 035/07 Goiania, 27/09/2007

INVESTIGADOR {A) RESPONSAVEL (IES): Dra. Renata de Bastos Ascengo
Scares

TITULO: Implantacdo do 1° Laboratério de Oncogenética e Radiobiologia de
Goias

SUB PROJETO 1- Predigdo da radiossensibilidade da pele e do tecido
subcutaneo pela andlise do polimorfismo dos genes p53 e ATM: Avaliagdo
prospectiva e retrospectiva de pacientes com cancer de mama submetidas a
radioterapia

SUB PROJETO 2- Radiossensibilidade exacerbada do tecido normal em
tratamento radioterapico para tumores de cabeca e pescogo, cancer de prostata:
Analise dos polimorfismos de base unica (SNPs) do gene p53 e do ATM

SUB PROJETO 3- Reparo e repopulagao tumoral: Avaliagao do papel do p53 na
radioresisténcia tumoral em carcinomas de cabeca e pescogo

Area Tematica: Grupo Il

Local de Realizagdo: Hospital Aratijo Jorge/ACCG

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa da ACCG, analisou e aprovou

sem restricées o projeto de Pesquisa acima referido, juntamente com os sub

projetos apresentados e os mesmos foram considerados em acordo com 0s

principios éticos vigentes.

Nio ha necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

O pesquisador responsavel devera encaminhar ac CEPACCG, relatorios
trimestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusao(bes) e
/7 i

publicagéo(oes).
[N
e
| !

DR. GERALDO § ’i\IA QUEIROZ
CEPACCG

Coordenado

Rua 239 1° 181- Setor Universitério — Goidnia - Goiés CEP.74 605-070
Fone: (62) 3243-7050
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Anexo 04
Estadiamento de tumores de prostata?

648 RADIOTERAPIA EM ONCOLOGIA

Quadro 25.1. Sistema de estadiamento TNM para tumores confinados 4 préstata

Estadio

TNM Descrigio

X Tumor nao pode ser avaliado

10 Sem evidéncia de tumor primirio

T1 Tumor clinicamente inaparente, nio-palpavel ou visivel por imagem

Tla Tumor como achado incidental 3 RTU (< 5% do tecido ressecado)

Tib Tumor como achado incidental 4 RTU (> 5% do tecido ressecado)

Tlc Tumor identificado por bidpsia por agulha (p. ex., por PSA elevado)

12 Tumor confinado i prostata™

23 Tumor envolve um lobo

72b Tumor envolve ambos os lobos

3 Tumor se estende através da capsula prostatica™*

T3a Extensio extracapsular (uni ou bilateral)

736 Tumor invade vesicula(s) seminal(is)

T4 Tumor estd fixo ou invade outras estruturas adjacentes que nio a vesicula seminal™
T4a Tumor invade qualquer um: colo vesical, esfincter externo ou reto

T4b Tumor invade musculos elevadores do 4nus e/ou esta fixo & parede pélvica

Tumor primirio patolégico (pT)
pT Confinado ao érgio
pT2a Unilateral
pT2b Bilateral

i3 Extensdo extraprostitica
9 P
3a Xtensio extraprostatica
pT3 Ext trap t
pT3b Invasio de vesicula seminal
pT4 Invasdo da bexiga, reto

Linfonodos regionais (hipogstricos, obturadores, iliacos internos e externos, periprostticos e sacrais-laterais, pré-sacrais, promontério

[de Gerota]):

NX Linfonodos regionais nio podem ser avaliados
NO Auséncia de linfonodos regionais metastaticos
NI Metastase em um tnico linfonodo, menor ou igual a 2 cm na maior dimensio
Metistase a distincia*****
MX Presenca de metastase a distancia nio pode ser avaliada
Mo Auséncia de metastase a distincia
Mi Metéstase a distincia

Mla linfonodos nio-regionais (paraérticos, lombares, iliacos comuns, inguinais superficiais, retroperitoneais,

supraclaviculares, cervicais, escalenos)
Mib 0s50(s)
Milc outro(s) sitio(s)

Graduagio histolégica

GX Grau nio pode ser avaliado

G1 Bem-diferenciado (anaplasia leve)

G2 Moderadamente diferenciado (anaplasia moderada)

G34 Pouco diferenciado ou indiferenciado (anaplasia marcante)

Graduagio de Gleason (caso agrupamento de graus de Gleason seja necessario para pesquisa)

24 bem-diferenciado
56 moderadamente diferenciado
4 moderadamente/pouco diferenciado

8-10 pouco diferenciado

Fonte: AJCC Cancer Staging Handbook 1998

* Tumor encontrado em um ou ambos os lobos por biépsia por agulha, mas nio palpavel ou visivel & imagem ¢é classificado como Tlec.
** Invasio do apice prostatico ou da (e nio além da) cipsula prostatica nio ¢é classificada como T3, mas como T2.

*** Colo vesical, esfincter externo, reto, musculos elevadores e/ou parede pélvica.

**** Nio ha estadiamento pT1

»*** Quando mais de um sitio de metastase estd presente, a categoria mais avangada ¢ usada,

Salvajoli JV, Souhami L, Faria SL. Radioterapia em Oncologia. Capitulo 25.
MEDSI Editora Médica e Cientifica Ltda. 1999.
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