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Resumo 
O propósito deste estudo foi avaliar a associação entre polimorfismos 

de base única nos genes ATM e TP53 em pacientes com câncer de mama e a 

morbidade na pele após a radioterapia. Estes dois genes codificam proteínas 

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 78 pacientes do serviço de radioterapia do Hospital Araújo Jorge 

(Associação de Combate ao Câncer em Goiás). Após a assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido, foi coletada a amostra de sangue periférico com 

subsequente extração de DNA e reação em cadeia da polimerase (PCR) para 

amplificar os fragmentos gênicos de ATM e TP53. Finalmente, os fragmentos 

amplificados foram sequenciados para verificaçãoda presença da troca de G>A no 

códon 1853 do gene ATM e polimorfismos do gene TP53 (C>G no códon 72). Os 

efeitos adversos foram classificados de acordo com o escore do Radiation Therapy 

Oncology Group (RTOG). Por meio de uma análise univariada, os eventos 

esperados do tratamento com RT mostraram que houve uma associação 

significativa entre o reforço da RT e a sua suspensão com os efeitos agudos de 

alto grau da pele (OR=3.05, IC95% 1,175-7,928, p=0,035) (OR=3.808, IC95% 

1,213-11,958, p=0,033), respectivamente. Os efeitos colaterais agudos de alto 

grau na pele se associaram a um tempo maior de duração de tratamento. (p=0.01 

IC95% -11.546- (-1,638). O tipo de cirurgia se associou significativamente aos 

efeitos colaterais tardios do tecido subcutâneo (OR=1,326, IC95% 1,143-1,537, 

p=0,016). Não houve associação entre os polimorfismos de TP53 e ATM 

analisados com os efeitos colaterais agudos e tardios de pele, nem tampouco do 

tecido subcutâneo(RTOG≥2) (p>0,05). 

Palavras-chave: câncer de mama, radiotoxicidade, ATM e TP53. 
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Abstract 
 

The purpose of this study wasto evaluate the association of single 

nucleotide polymorphisms of ATM and TP53 genes in breast cancer patients with 

skin and subcutaneous 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 78 patients of the Radiotherapy Service at Araújo Jorge Hospital 

(Associação de Combate ao Câncer em Goiás) 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). The side effects were 

classified according to the Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) score. On 

univariate analysis,the expected effects of treatment with RT events showed that 

there was a significant association between aboost RT and its suspension with the 

acute effects of high-grade skin (OR = 3.05, 95% CI 1.175 to 7.928, p = 0.035) (OR 

= 3.808, 95% CI 1.213 to 11.958, p = 0.033), respectively. Side effects of acute 

high-grade skin were associated with a longer duration of treatment. (p=0.01 

IC95% -11.546 - (-1,638). The type of surgery was significantly associated with late 

subcutaneous tissue (OR = 1.326, 95% CI 1.143 to 1.537, p = 0.016) side effects 

There was no association between polymorphisms TP53 and ATM analysed with 

acute and late side effects of skin nor subcutaneous tissue (RTOG ≥ 2) (p> 0.05). 

Keywords:breast cancer, radiation toxicity, ATM, TP53. 
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I - INTRODUÇÃO 
 

1.1 –Dados gerais - Câncer de mama 

 

O câncer permanece sendo um dos principais responsáveis pela 

morbimortalidade no Brasil. São estimados para 2014 cerca de 576 mil novos casos [1]. 

Cerca de 52% dos casos de câncer (excluindo-se os casos de câncer de pele não 

melanoma) acometerão as mulheres em 2014[1].O câncer de mama é a quinta causa 

de morte por câncer em geral (458.000 óbitos) e a causa mais frequente de morte por 

câncer em mulheres[2]. 

O grande responsável pelo acometimento do câncer no sexo feminino, 

continua sendo o câncer de mama, com um total estimado de 57.120 novos casos em 

2014, correspondendo a 20,8% do número estimado de novos casos, com uma taxa 

de 56,06/100 mil habitantes[1]. Na região Centro- Oeste são estimados 51,30 novos 

casos /100 mil habitantes, demonstrando que assim como na maioria do resto do país 

o câncer de mama é o mais incidente entre os indivíduos do sexo feminino (excluindo 

o câncer de pele não melanoma)[1].No Brasil, excluídos os tumores de pele não 

melanoma, o câncer de mama também é o mais incidente em mulheres de todas as 

regiões, exceto na região Norte, onde o câncer do colo do útero ocupa a primeira 

posição. A taxa de mortalidade por câncer de mama ajustada pela população mundial 

apresenta uma curva ascendente e representa a primeira causa de morte por câncer 

na população feminina brasileira, com 11,88 óbitos/100.000 mulheres em 2011[3].  

Os principais fatores de risco para o câncer de mama estão ligados a 

idade, aspectos endócrinos e genéticos[4]. Menos de 1% de todos os cânceres de 

mama ocorrem em mulheres com menos de 25 anos. Após os 30 anos, há um nítido 

aumento na incidência da doença, que aumenta continuamente com a idade[5].Os 

aspectos endócrinos estão relacionados principalmente ao estímulo estrogênico, seja 

endógeno ou exógeno, com aumento do risco quanto maior for o tempo de exposição. 

Possuem risco aumentado as mulheres com história de menarca precoce (idade da 

primeira menstruação menor que 8 anos), menopausa tardia (após os 50 anos), 

primeira gravidez após os 30 anos, nuliparidade e terapia de reposição hormonal pós-

menopausa, principalmente se prolongada por mais de cinco anos.  
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Outros fatores incluem a exposição a radiações ionizantes em idade 

inferior a 40 anos, a ingestão regular de bebida alcoólica, mesmo que em quantidade 

moderada (30g/dia), obesidade, principalmente quando o aumento de peso se dá após 

a menopausa, e sedentarismo[4]. A prática de atividade física e o aleitamento materno 

exclusivo são considerados fatores protetores[6]. 

História familiar, principalmente em parentes de primeiro grau antes dos 

50 anos, é importante fator de risco para o câncer de mama e pode indicar 

predisposição genética associada à presença de mutações em determinados genes. 

Entretanto, o câncer de mama de caráter hereditário corresponde a cerca de 5-10% do 

total de casos. Todos os genes herdados são autossômicos dominantes, mas têm 

penetrância variável. As mutações mais comuns são as deleções genéticas do BRCA1 

(cromossomo 17q21) e BRCA2 (cromossomo 13q12-13). As portadoras dessas 

mutações têm um risco de 4% ao ano de desenvolver a doença e de até 85% ao longo 

de toda a vida, além do risco de 65% de desenvolver câncer na mama contralateral[7]. 

O câncer de mama, identificado em estágios iniciais, quando as lesões 

são menores de dois centímetros de diâmetro, apresenta prognóstico mais favorável e 

elevado percentual de cura.Na maioria das vezes, o câncer de mama surge no 

quadrante superior externo, onde a proporção de tecido mamário é maior. A 

mamografia e o exame físico são as modalidades de rastreio clássicas e se 

complementam. Cerca de 10 a 50% dos canceres detectados por mamografia são 

impalpáveis, enquanto o exame físico detecta 10 a 20 % dos canceres não 

observados radiologicamente [8].O exame clínico das mamas (ECM) deve ser realizado 

a cada três anos entre os 20 e 40 anos, e depois anualmente[9]. Sua eficácia depende 

da qualidade com a qual é realizado, mesmo que realizado por pessoal 

paramédico[10].A recomendação para as mulheres de 50 a 69 anos é a realização da 

mamografia a cada dois anos e do exame clínico das mamas anual. A mamografia 

nesta faixa etária e a periodicidade bienal é a rotina adotada na maioria dos países 

que implantaram o rastreamento organizado do câncer de mama e baseia-se na 

evidência científica do benefício desta estratégia na redução da mortalidade neste 

grupo. Segundo revisões sistemáticas recentes, o impacto do rastreamento 

mamográfico na redução da mortalidade por câncer de mama pode chegar a 

25%[11,12,13]. Para as mulheres de 40 a 49 anos, a recomendação é o exame clínico 

anual e a mamografia diagnóstica em caso de resultado alterado do ECM. Segundo a 

OMS, a inclusão desse grupo no rastreamento mamográfico tem hoje limitada 
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evidência de redução da mortalidade[2] . Uma das razões é a menor sensibilidade da 

mamografia em mulheres na pré-menopausa devido à maior densidade mamária. 

Para as pacientes de alto risco a recomendação para o rastreamento se 

inicia aos 35 anos, com exame clínico das mamas e mamografia anuais[14]. Segundo o 

Consenso de Mama, risco elevado de câncer de mama inclui: história familiar de 

câncer de mama em parente de primeiro grau antes dos 50 anos ou de câncer bilateral 

ou de ovário em qualquer idade; história familiar de câncer de mama masculino; e 

diagnóstico histopatológico de lesão mamária proliferativa com atipia ou neoplasia 

lobular in situ[14].O diagnóstico definitivo é dado pelo exame histopatológico, que deve 

conter características da neoplasia que influenciarão no prognóstico e na terapia a ser 

adotada. 

O tamanho do tumor é a medida dada pelo maior diâmetro do 

componente invasor (sempre confirmada à microscopia). Se o tumor for multifocal ou 

multicêntrico a medida é dada pelo maior tumor[15].O tipo histológico segue a 

padronização da Organização Mundial de Saúde (OMS)e do Armed Forces Institute of 

Pathology (AFIP)[15],destacando-se a identificação do subtipo especial puro (mais de 

90%do componente especial) que tem melhor prognóstico. O grau histológico é 

definido utilizando o grau de Nottingham, que inclui: 

 Percentual de diferenciação tubular; 

 Avaliação do pleomorfismo nuclear; 

 Índice mitótico[15]. 

Na peça do exame ainda é definida a invasão peri-tumoral nos vasos 

sanguíneos ou linfáticos. O relatório deve conter o número de linfonodos dissecados 

(recomenda-se no mínimo 10); número de linfonodos comprometidos; tamanho do 

maior foco metastático, invasão capsular e extensão a tecidos extranodais e 

coalescência.[15] 

A avaliação das margens cirúrgicas de ressecção deve estar descrita e 

considera-se margem comprometida a presença de neoplasia na área pintada com 

tinta nanquim e no caso de margens livres determina-se em milímetros a distância da 

neoplasia a menor margem[15].Recomenda-se ainda a realização de pesquisa dos 

receptores de estrógeno e progesterona em todos os casos, e naqueles onde existam 

metástases axilares ou a distância realizar também a pesquisa do produto de 
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oncogene c-erbB-2.[15]O estadiamento é baseado na classificação TNM (T: tumor, N: 

linfonodo e M: mestástase) (Anexo 1). 

As modalidades terapêuticas são a cirurgia e a radioterapia para 

tratamento loco-regional, e a quimioterapia e a hormonioterapia para tratamento 

sistêmico[15].A cirurgia pode ser conservadora: tumorectomia (exérese do tumor sem 

margens)ou setorectomia (exérese do tumor com margens) ou não conservadora: 

adenomastectomia subcutânea (retirada da glândula mamaria, preservando-se pele e 

o complexo aréolo-papilar –CAMP); mastectomia simples ou total (retirada da mama 

com pele e o CAMP); mastectomia radical modificada (mastectomia com preservação 

de um ou dois músculos peitorais com linfadenectomia axilar) e a mastectomia 

radical(mastectomia com a retirada dos músculos peitorais e linfadenectomia axilar).[15] 

 

1.2 - Radioterapia para câncer de mama 

 

Em todas as pacientes que foram submetidas a cirurgia conservadora, 

independentemente do tipo histológico, idade, uso de quimioterapia e/ou 

hormonioterapia e mesmo com margens cirúrgicas livres está indicada a Radioterapia 

(RT)[16] 

Após a cirurgia não conservadora (mastectomia) existe a indicação de 

radioterapia adjuvante nas seguintes situações:[17] 

 Tumores maiores ou iguais a 5 cm  

 Pele comprometida 

 Grau III 

 Dissecção axilar inadequada (menos de 10 linfonodos) 

 Invasão extra-capsular linfonodal (mesmo em um único linfonodo) 

 Margem comprometida (menor que 1cm) 

 Quatro ou mais linfonodos comprometidos 

 

O reforço da dose na área tumoral (“boost”) está indicado nas pacientes 

com menos de 50 anos, com mais de 25% de carcinoma ductal in situ na peça 
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cirúrgica, na presença de margens exíguas (menor que 1 cm), comprometidas ou 

desconhecidas e em tumores com alta agressividade local.[18] 

A radioterapia é um método capaz de destruir células tumorais, 

empregando feixe de radiações ionizantes. Uma dose pré-calculada de radiação é 

aplicada, em um determinado tempo, a um volume de tecido que engloba o tumor, 

buscando erradicar todas as células tumorais. A radioterapia é um método capaz de 

destruir células tumorais, empregando feixe de radiações ionizantes. 19]. 

A resposta dos tecidos às radiações depende de diversos fatores, tais 

como a sensibilidade do tumor à radiação, sua localização e oxigenação, bem como a 

qualidade e a quantidade da radiação e o tempo total em que ela é administrada. O 

sucesso da radioterapia em erradicar tumores depende em parte da dose total de 

radiação dada ao paciente, que é limitada pela tolerância do tecido normal na região 

que está recebendo tratamento[20]. 

Há dois objetivos para o uso da RT adjuvante após a mastectomia. O 

primeiro é reduzir o risco de recidiva locorregional (plastrão mamário e drenagem 

linfática periférica). O segundo objetivo é melhorar a sobrevida [21].As áreas que podem 

ser irradiadas no câncer de mama, com intenção curativa são: a mama residual, após 

cirurgia conservadora, ou o plastrão mamário, após mastectomia; drenagens linfáticas 

das fossas supra e infraclaviculares; linfonodos da axila e a cadeia mamária interna 

[21]A mama e o plastrão mamário são usualmente tratados com dois campos paralelos 

opostos, tangentes, de megavoltagem de baixa energia, tipo cobalto ou aceleradores 

lineares de 4 ou 6 MeV [21]. O limite superior é o mais alto que a região axilar permitir 

(em geral, altura do primeiro espaço intercostal), no sentido de se incluir toda a mama. 

O limite lateral externo está na linha medioaxilar. No tratamento conservador a fossa 

supraclavicular quase nunca é irradiada. O limite interno está na linha média sobre o 

esterno. O limite inferior dos campos tangentes está 1 a 2 cm abaixo do sulco infra-

mamário.[21]A indicação de se irradiar as drenagens linfáticas é a mesma tanto nas 

cirurgias conservadoras quanto nas mastectomias. A presença de um único linfonodo 

comprometido é suficiente para irradiar a fossa supraclavicular homolateral[15]
. Na 

irradiação da fossa supraclavicular, o campo acaba incluindo o ápice da 

axila[21].Existindo-se acima de quatro linfonodos axilares comprometidos e em tumores 

centrais ou mediais, podem-se incluir os linfonodos da cadeia da mamária interna, 

principalmente nos três primeiros espaços intercostais, uma vez que a probabilidade 

de comprometimento é de 30%[15]. 
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Existe uma variabilidade inter-individual no desenvolvimento de reações 

adversas no tecido normal, decorrentes da radioterapia. Além de fatores como idade, e 

estilo de vida, as diferenças da resposta individual ao tratamento podem ser atribuídas 

a bases genéticas.Por exemplo, já foi demonstrado em alguns estudos que certas 

alterações genéticas podem predizer o desenvolvimento de reações adversas à 

radioterapia para câncer de mama [22,23,24,25]. 

Portanto, o objetivo da radioterapia é efetuar controle local do tumor, 

preservando ao máximo os tecidos adjacentes. Ao longo de vários anos estudos foram 

realizados, com a finalidade de se obter uma dose efetiva para cada tumor com o 

menor envolvimento possível do tecido normal adjacente, evitando as chamadas 

reações adversas ao tratamento.  
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I.3 - Dano ao DNA e Vias de Reparo 

 

O DNA está sujeito a uma série de danos. Entre eles os danos 

provocados pela radiação ionizante, que são responsáveis pela efetividade da 

radioterapia no combate às células tumorais. No entanto, todas as células expostas no 

campo de irradiação, sofrem com os mesmos. A presença destes danos nas células 

do tecido normal é responsável pela presença e intensidade dos efeitos colaterais 

observados nos pacientes tratados com esta modalidade terapêutica. Estes sintomas 

são produto do desequilíbrio entre os danos causados pela radiação à estrutura do 

DNA e a capacidade de reparo deste dano, que acredita ser individual e determinada 

geneticamente[26].O mau funcionamento do sistema de reparo do DNA pode resultar 

em acúmulo de lesões, determinando a morte celular, mutações ou instabilidade 

gênica[27]. Quando pensamos na célula tumoral este é o efeito benéfico observado no 

tratamento radioterápico, no entanto, são estes mesmos eventos que são 

responsáveis pelos efeitos colaterais da radioterapia quando a radiação atinge o tecido 

normal adjacente ao tumor. Este mau funcionamento pode ser resultado de 

características genéticas individuais determinando o fenótipo de radiossensibilidade 

exacerbada observado em alguns indivíduos. 

Sabe-se que o DNA não é estável e está sujeito à formação de lesões 

que alteram sua estrutura constituinte. Estas lesões podem ser causadas por agentes 

genotóxicos externos ou serem secundárias à formação de produtos lesivos do próprio 

metabolismo celular, como por exemplo, as espécies reativas de oxigênio (radicais 

superóxidos, peróxido de hidrogênio e radicais hidroxila), produtos da respiração 

celular[27]. 

Todos os componentes primários do DNA podem ser lesados (bases, 

açúcares e fosfodiésteres), no entanto a lesão de base assume uma importância 

maior, pois ela contém os elementos informativos do código genético. 

Dentre os tipos mais comuns de alterações químicas nas bases estão 

as mudanças tautoméricas, desaminação e perda de bases. As duas primeiras alteram 

a propriedade de emparelhamento das bases e a última determina a ausência de 

informação genética[27]. 

A perda de bases ocorre em uma frequência estimada de 5000 bases 

por dia em uma célula humana, sendo que são mais frequentes em bases de purina, 
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mais instáveis, que as de pirimidina. O sitio onde a base foi perdida é denominado de 

sitio apurínico/apirimidínico ou sítio AP[27]. 

Qualquer produto químico com potencial genotóxico pode determinar 

mudanças estruturais no DNA. Um exemplo são os agentes quimioterápicos, utilizados 

no tratamento do câncer, que interferem na síntese do DNA, determinando a parada 

da replicação de populações celulares que se dividem rapidamente, como as células 

tumorais. Estes agentes causam diferentes tipos de lesões à molécula de DNA, como 

crosslinks (ligações químicas cruzadas entre as fitas do DNA), que impede a 

separação das fitas, bloqueando por completo a duplicação e transcrição do material 

genético. 

Os agentes físicos presentes no ambiente também podem ser 

genotóxicos, entre eles estão a luz ultravioleta (UV) e radiação ionizante (raios gama e 

raio X)[27].A radiação ionizante, princípio da radioterapia, pode causar alterações em 

todos os componentes celulares e induzir vários tipos de lesões no DNA. Este efeito 

pode ser direto ou indireto. Nos defeitos indiretos, várias moléculas constituintes da 

célula como água e íons, ao sofrerem ação da radiação produzem espécies reativas, 

que interagem com o DNA, determinando alterações em sua estrutura. No entanto o 

efeito mais danoso provocado no DNA celular é a quebra da fita dupla, um efeito direto 

da radiação ionizante[27]. 

A luz UV é dividida em três bandas de comprimento de onda: UVA (400 

a 320nm), UVB (320 a 290 nm) e UVC(290 A 100 nm), em escala crescente de 

energia. Quando o DNA é exposto a luz UV ocorre uma ligação covalente entre 

pirimidinas adjacentes formando dímeros de pirimidina, que determinam considerável 

perturbação na estrutura da molécula do DNA[27]. 

Existem ainda alterações na sequência do DNA, que podem ocorrer como produto de 

erro no próprio metabolismo, durante processos fisiológicos, como duplicação e 

recombinação, e resultam no emparelhamento errado de bases nitrogenadas nas duas 

fitas do DNA (mismatch)[27].Todos estes erros levam a instabilidade genética e 

mutações e a sobrevivência da célula depende de um sistema de reparo eficaz, capaz 

de reconhecer e corrigir estes erros. 
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1.3.1- Mecanismo de reparo de DNA 

 

De um modo geral, cada tipo de lesão requer um mecanismo de reparo 

específico. Como exemplo, lesões que causam maior distorção na dupla hélice são 

reconhecidas e reparadas pelo sistema de reparo por excisão de nucleotídeos (NER, 

Nucleotide Excision Repair)[28], como no caso dos fotoprodutos de luz UV. Já lesões 

sutis, como pequenas modificações de bases induzidas por agentes oxidativos, são 

removidas pelo sistema de reparo por excisão de bases (BER, Base Excision 

Repair)[29]. As quebras de dupla fita são lesões altamente tóxicas e são reparadas por 

vias dependentes de recombinação homóloga ou junção de extremidades[30]. Porém, 

dependendo da natureza do dano, pode haver sobreposição de diferentes vias de 

reparo na remoção das lesões[27]. 

Os principais mecanismos de manutenção do DNA em mamíferos 

podem ser divididos em quatro classes principais: reversão da lesão, excisão da lesão, 

recombinação homologa e junção de extremidades. 

 

1.3.2- Reversão da lesão 

 

É um mecanismo simples, onde uma única enzima é capaz de 

reconhecer e reverter a lesão para o seu estado normal, como ocorre com as 

fotoliases, que reconhecem e se ligam especificamente a lesões induzidas pela luz 

UV[27].. Estas enzimas são capazes de quebrar a ligação covalente entre as pirimidinas 

adjacentes, revertendo a lesão para o seu estado normal. Este sistema de reparo foi 

perdido ao longo da evolução da espécie humana[27].. 

Na espécie humana, ocorre o sistema de reversão para a O-

metilguanina, uma lesão altamente mutagênica, porque essa base errada se pareia 

erroneamente com a timina. Para esse reparo, a proteína O-metilguanina transferase 

remove o grupo metil não nativo da guanina e o transfere para uma cisteína interna. 

Neste processo, ocorre a inativação irreversível da enzima. E isto tem impacto clinico 

conferindo resistência de tumores aos agentes quimioterápicos metilantes, em células 

onde existe grande atividade da O-metilguanina transferase[27]. 
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1.3.3-Reparo por excisão 

 

Esta modalidade de reparo atua removendo as bases lesadas do 

genoma e substituindo-as por sequências de nucleotídeos não alterados, pode ocorrer 

na base nitrogenada, no nucleotídeo, ou o reparo por emparelhamento errôneo[27]. 

 

1.3.3.1-Reparo por excisão de bases (BER) 

 

É a principal maneira de reparo nos danos nas bases nitrogenadas do 

DNA. As bases lesadas são removidas do DNA e a lacuna resultante pode ser 

preenchida através de dois mecanismos: a via curta, quando somente um nucleotídeo 

é reposto ou na via longa, quando dois a oito nucleotídeos são repostos[29]. 

O metabolismo inicia-se com a DNA- glicosilase, uma enzima que 

reconhece e acomoda em sua cavidade interna a base lesada. Dentro da proteína a 

base é clivada do esqueleto do nucleotídeo através da hidrolise da ligação N-glicosil. 

Após a remoção da base há a formação de uma lacuna e sistema de reparo curto ou 

longo do BER, irá promover a substituição da base[27]. 

 

1.3.3.2-Reparo por excisão de nucleotídeos (NER) 

 

É o tipo de reparo mais versátil e flexível, lida com uma variedade de 

lesões estruturalmente não relacionadas[27].. Existem duas subvias com especificidade 

distinta de substrato: o NER de genoma global (GG-NER), que remove as lesões no 

DNA como um todo, e o reparo acoplado à transcrição (TCR), que remove as lesões 

presentes em genes ativos. Assim, lesões presentes na fita transcrita dos genes são 

reparadas preferencialmente em relação àquelas presentes nas não transcritas[28].  

As lesões são reconhecidas e há a formação de um complexo contendo 

DNA relaxado, resultado da ação das proteínas XPB e XPD (que tem ação de DNA 

helicase), que abrem cerca de 30 pares de bases ao redor da lesão[27]..O 
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posicionamento correto e a estabilização do complexo enzimático ao redor da lesão 

são obtidos a partir da ação da XPA, que busca por estruturas anormais no esqueleto 

do DNA[27].. Após a lesão ser demarcada, o DNA é clivado dos dois lados da lesão por 

endonucleases específicas: XPG (incisão 3‟) e ERCC1-XPF (incisão 5‟). Após a 

clivagem, a maquinaria de síntese do DNA, constituída pela DNA polimerase δ e 

fatores de processividade RFC e PCNA, são recrutados e iniciam a polimerização do 

novo fragmento, empregando como molde a fita não lesada. 

 

1.3.4-Reparo de emparelhamento errôneo (MMR) 

 

Mecanismo fundamental para a manutenção da fidelidade genética, pois 

se o erro não for corrigido antes de uma nova replicação, será fixado como uma 

mutação. 

As regiões de microssatélites altamente repetidas estão espalhadas 

pelo genoma e são um desafio para a DNA polimerases, que frequentemente 

adicionam ou excluem nucleotídeos na nova fita de DNA (missmatch). O acúmulo 

destas alterações gera instabilidade genética, culminando no desenvolvimento de 

processos tumorais[27]. 

O início do processo requer o reconhecimento das bases 

desemparelhadas pelo heterodímero composto de três homólogos de MutS: MSH2, 

MSH3 E MSH6[27].A etapa seguinte requer a interação dos homólogos de MutS e MutL 

para ativar os eventos de reparo subsequentes. Quatro homólogos para MultL foram 

descritos em mamíferos: MLH1,PMS1,PMS2 e MLH3[27]. 

As etapas subsequentes: excisão da fita de DNA que carrega a base 

errônea, ressíntese e ligação ainda não são bem compreendidas e várias proteínas 

estão implicadas neste processo, incluindo polimerases e proteínas acessórias (RPA, 

PCNA, RFC, exonuclease 1 e endonuclease FEN1)[27]. 
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1.3.5- Reparo de quebras de dupla fita no DNA 

 

Diferentes agentes podem levar à geração direta de quebras duplas do 

DNA, incluindo a radiação ionizante e as espécies reativas de oxigênio, que podem ser 

subprodutos da ação da própria radiação ionizante. Se não reparadas ou se reparadas 

de maneira insatisfatória as quebras duplas podem resultar em morte celular ou 

rearranjos cromossômicos, que, por sua vez, levam a instabilidade genética 

aumentada[27]. 

O complexo MRN(MRE11-RAD50-NBS1) funciona como um sensor de 

quebras duplas que se acumulam no DNA. A quinase/treonina ATM também chega 

rapidamente aos sítios que contém essas quebras, associando-se em seguida com o 

complexo MRN, através da sua interação com NBS1. A proteína ATM está relacionada 

à 3-fosfatidilinosito-quinase (da mesma família das proteínas ATR e DNA-PKcs). Estas 

proteínas são cruciais no processo de sinalização de danos no DNA[31,32]. 

Tanto a localização da ATM em quebras duplas como a sua ativação 

completa são facilitadas pelo complexo MRN, que também parece servir de adaptador 

na fosforilação de alguns substratos da ATM[27].Um alvo crítico da ação da ATM é a 

proteína supressora de tumor p53. A p53 é ativada por diversos tipos de dano ao DNA 

e regula processos como o próprio reparo do DNA, a progressão do ciclo celular, a 

senescência e a apoptose[27].As células eucarióticas reparam quebras duplas através 

de dois mecanismos principais: reparo por recombinação homóloga e junção de 

extremidades não homólogas. 

 

1.3.6-Reparo por recombinação homóloga (HR) 

 

É um mecanismo bastante complexo com uma grande quantidade de 

proteínas e atividade enzimáticas envolvidas, porém os mecanismos não são 

completamente estabelecidos[33,34]. Nesta modalidade de reparo, utiliza-se de uma 

cromátide irmã não danificada como molde, por esse mesmo motivo é restrita as fases 

S tardia e G2 do ciclo celular. 
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A via de reparo é iniciada com a remoção de DNA adjacente da quebra 

dupla no sentido 5´-3´, gerando assim porções de DNA fita simples com terminações 

3´livres. A proteína RPA, com alta especificidade para DNA fita simples recobre o 

mesmo e remove a sua estrutura secundária[27]. 

Em etapa subsequente, a proteína RAD51 liga-se ao DNA fita simples 

mantendo-o estendido e dirige a ponta 3´ sobressalente a procurar, invadir e parear 

com sequencias homólogas não danificadas, facilitando o processo de 

recombinação[27]. Quando a homologia é encontrada, a fita invasora leva ao 

deslocamento de uma das fitas de DNA na cromátide irmã, formando a alça deslocada 

ou D-loop, a extremidade 3´é utilizada para iniciar a síntese de DNA, que prossegue 

além do sitio original da quebra, restaurando a  informação da sequência perdida[27].O 

D-loop é desfeito e a fita invasora é liberada e pode re-anelar com o local da quebra. 

Este processo pode ocorrer de duas maneiras diferentes: sem a participação da 

segunda ponta quebrada (SDSA, Synthesis-Dependent Strand Annealing), ou com a 

participação da mesma através da invasão independente da segunda ponta ou por 

anelamento de DNA com a fita invasora (DSBR, Double Strand Break Repair). 

Dependendo da forma como são clivadas as junções no processo DSBR, podem gerar 

produtos com ou sem crossover[27]. 

 

1.3.7-Reparo por junção de extremidades não-homólogas 

(NHEJ) 

 

É uma via de reparo menos precisa que o reparo HR, na qual as duas 

terminações das moléculas de DNA quebradas, se não compatíveis, são processadas 

e ligadas diretamente[35].O processo é iniciado com a ligação do heterodímero KU70-

KU80 a cada uma das pontas da quebra, que tem afinidade grande por terminações 

livres de DNA[27].O complexo KU-DNA faz o recrutamento da subunidade catalítica da 

quinase de serina/treonina DNA-PKCS, que uma vez ligada às pontas de quebra dupla 

são ativadas e levam a autofosforilação em trans. Isto leva a mudanças 

conformacionais na proteína que permitem o acesso de enzimas de processamento e 

ligases ao DNA quebrado[27]. 
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Na maioria dos casos, as duas terminações de DNA não podem ser 

ligadas diretamente, pois possui uma região sobressalente que pode ser removida ou 

pode haver a sintese de DNA complementar,processo pelo qual participam várias 

enzimas como  DNA polimerases μ eλ, transferase terminal de desoxinucleotídeos e a 

quinase polinucleotídica PNK[27]. A ligação das terminações de DNA processadas é 

mediada por um complexo entre as proteínas DNA ligase IV e XRCC4[27]. 

I.4 - Gene TP53 

 

Uma das proteínas chave das vias de reparo do DNA é a proteína 

supressora de tumor p53 (Figura 1). 

 

Figura 1.  Estrutura da proteína p53, que consiste de 393 aminoácidos com 5 domínios bem definidos. O domínio de 

transativação, responsável pela ligação do MDM2. Um domínio rico em prolina, região altamente conservada. O 

domínio de ligação ao DNA. Um domínio de tetramerização, seguido por domínio básico não estruturado (Modificado 

do site http://p53.free.fr/p53_info/p53_Protein.html)
[36]

 

 

O gene TP53 foi o primeiro gene supressor de tumor identificado. Está 

situado no braço curto do cromossomo 17(p13.1) (Figura 2). Trata-se de um gene 

altamente conservado, apresentando homólogos em diferentes espécies e codifica 

uma proteína nuclear com 53 kDa, denominada proteína 53 ou p53[37]. 

TRANSATIVAÇÃO 

RICO EM 

PROLINA 

LIGAÇÃO AO DNA 

TETRAMERIZAÇÃO 

NEG 

http://p53.free.fr/p53_info/p53_Protein.html
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Figura 2.Localização cromossômica do gene TP53. O gene TP53 está localizado no braço curto do 

cromossoma 17 (17p13), uma região que sofre deleção em cânceres humanos. (Modificado do site: 

http://p53.free.fr/p53_info/p53_gene.html) 
[36]. 

LOCALIZAÇÃO DO GENE HUMANO TP53 
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Nos últimos anos, várias isoformas de p53 foram descritas. Já existe um total de 12 

isoformas caracterizadas, que podem ter sido geradas a partir do splicing alternativo 

após a transcrição [38]
.No entanto, o conhecimento a cerca das funções e atividades 

biológicas destas isoformas ainda é bem limitado. Novos estudos são necessários a 

fim de desvendar se existe uma relação destas isoformas de p53 com o prognóstico e 

tratamento do câncer.As isoformas descritas estão representadas na Figura 3: 

 

 

Figura 3. Representação esquemática das 12 isoformas de p53 humanas identificadas, com 

seus domínios e nomenclatura. TAD são domínios de transativação e DBD são domínios de 

ligação ao DNA. O domínio c-terminal compreende o sinal de localização nuclear (NLS), um 

domínio de oligomerização (OD) e uma região básica (BR). Os quadrados cinza representam 5 

regiões altamente conservadas que definem a família de p53. Os domínios C-terminal de p53β 

(DQTSFQKENC) e p53γ (MLLDLRWCYFLINSS) estão indicados pelos quadrados verde e 

rosa, respectivamente. O peso molecular de cada isoforma de p53 também está indicado 
[38]

. 

 

A proteína supressora de tumor p53 responde a estresses celulares 

diversos regulando genes que induzem a parada do ciclo celular na fase G1/S, 

apoptose, senescência, reparo do DNA ou mudanças no metabolismo. A p53 também 

participa em outros pontos de checagem durante a fase G2 e mitose. 
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O DNA ao se expor à radiação ionizante altera sua cromatina. As 

proteínas sensoras (RAD9, RAD1, RAD17 e HUS1) reconhecem este dano e sinalizam 

para cinases, como a ATM, para que estas fosforilem e ativem a proteína p53. A p53 

ativada atua em alvos em cascata, principalmente induzindo a transcrição do gene p21 

que impede a célula de entrar na fase S, causando atraso no ciclo celular e permitindo 

o reparo do DNA. Ou, quando o dano ao DNA está além da possibilidade de reparo, 

encaminha a célula para apoptose (Figura 4). 

 

Figura 4. Esquema mostrando as vias de sinalização de TP53 e suas consequências assim 

como os genes envolvidos. (Modificado de:http://p53.free.fr/p53_info/p53_Pathways.html)
[36]

. 
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A molécula Murine Double Minute-2 (MDM2) é um dos responsáveis 

pela regulação da degradação da proteína p53 através de via de ubiquitinização e 

também por bloqueio direto da atividade transcricional da p53 [39].Quando submetidas 

a algum tipo de estresse, por exemplo, hipóxia ou radiação, a molécula de ATM pode 

fosforilar p53 e MDM2 aumentando assim os níveis de p53 como consequência da 

estabilização da proteína e também do aumento na sua síntese [40], permitindo atraso 

no ciclo celular(Figura 4). 

 

I.4.1 Polimorfismos no gene TP53 

 

Muitos polimorfismos foram identificados no gene TP53, sendo a 

maioria polimorfismos intrônicos, cujas consequências funcionais são ainda 

desconhecidas. Uma das variantes polimórficas mais bem estudadas, descrita em 

1987 porMatlashewsi e colaboradores, é a troca de Arginina (Arg) por Prolina (Pro) no 

códon 72 de p53 [41]. A proteína com Arg 72 se mostra mais eficiente ao induzir 

apoptose, do que a variante Pro72, provavelmente devido à melhor capacidade de 

interação com MDM2 [42]. 

Alguns estudos já demonstraram uma possível associação entre o 

polimorfismo no códon 72 de TP53e o risco de desenvolvimento de certos tumores, 

tais como tumores endometriais, gástricos e de fígado em algumas populações [43-

45].No entanto, a mesma associação não foi obtida para tumores de próstata, cânceres 

cervicais e colorretais [46-48]. Quanto à associação entre o polimorfismo do códon 72 e o 

desenvolvimento de reação do tecido normal à radioterapia, apesar de fortes 

hipóteses, tem sido pouco investigada. Tan et al.(2006), demonstrou que tal 

polimorfismo pode estar relacionado às reações adversas agudas à radioterapia em 

pacientes com câncer de mama [49]. 

Além do polimorfismo do códon 72, existem outros polimorfismos de 

TP53 que vêem sendo investigados mais profundamente nos últimos anos. Um 

exemplo disso é o polimorfismo que ocorre no íntron 3, conhecido como TP53 

PIN3[50].Este polimorfismo foi associado ao risco aumentado de desenvolvimento de 

câncer de ovário e de câncer colorretal [51,52]. Outros polimorfismos foram descritos no 
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intron 3, entretanto não existem estudos que mostrem uma relação entre estes 

polimorfismos e o câncer. 

 

I.5–Gene ATM 

 

O gene ATM (ataxia-telangiectasia mutated) [53] foi primeiramente 

detectado em pacientes portadores da síndrome Ataxia-telangiectasia. A Ataxia-

telangiectasia é uma desordem autossômica recessiva caracterizada por neuro-

degeneração, imunodeficiência, hipogonadismo, envelhecimento precoce, 

sensibilidade à radiação e suscetibilidade ao câncer. Os portadores possuem 

instabilidade genômica causada por uma resposta não efetiva as quebras de cadeia 

dupla do DNA, manifestada pela hipersensibilidade a radiação ionizante e por 

habilidade diminuída em ativar as vias de reparo celular [54]. 

Localizado no cromossoma 11 (11q22.3) como mostrado na Figura 5, o 

gene ATMcodifica uma proteína-quinase importante  ponto de checagem do ciclo 

celular. Essa enzima faz parte da família de quinases PI3/PI4 e funciona como um 

regulador de outras proteínas, incluindo as proteínas supressoras de tumor p53 e 

BRCA1, a quinase de ponto de checagem CHK2, as proteínas de checkpoint RAD17 e 

RAD9 e as proteínas de reparo do DNA, NBS1 e SMC1. ATM e outra enzima da 

mesma família, ATR, são 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 do DNA levam a ativação de ATM que fosforila e ativa SMC1, 

que é crucial no controle da replicação celular e reparo após o dano do DNA [55]. 

 

 

Figura 5. Localização cromossômica do gene ATM. Este gene localiza-se no braço longo do cromossoma 

11 (11q22.3). Modificado do site: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=atm
[56]

 

 

Em sua forma inativa a proteína de ATM é um dímero com peso 

molecular de cerca de 350KDa. Nesta configuração o domínio quinase de uma 

molécula é inativado pelo domínio FAT da outra. O domínio FAT (focal adhesion 
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targeting) é uma região de aproximadamente 500 aminoácidos, conservada entre as 

quinases da família PI3. Após a exposição à radiação ionizante ou outro tipo de agente 

que introduza quebras de dupla hélice no DNA, a proteína ATM responde com um 

rápido aumento de sua atividade quinase e simutâneamente é ativada por auto-

fosforilação da serina na posição 1981 no domínio FAT, para que ocorra a dissociação 

da molécula em monômeros. Neste ponto a proteína atinge um tamanho de 370 KDa 

[57]. 

 

I.5.1 - Polimorfismos no gene ATM 

 

 

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

torna um dos genes mais variáveis de todo o genoma humano[58]. Um dos 

polimorfismos mais frequentes é o que ocorre no nucleotídeo 5557 correspondente ao 

exon 39 do gene (rs1801516). Caracteriza-se por uma troca de Guanina (G) por 

Adenina (A), o que resulta numa mudança do aminoácido Ácido Aspártico (Asp) para 

Asparagina (Asn) na posição 1853 da proteína (D1853N). Este polimorfismo afeta um 

“exonic splicing enhancer (ESE)”, sugerindo uma possível alteração no splicing do 

exon 39 do gene ATM e levando à produção de uma proteína menos efetiva[59]. 

Estudos genéticos em pacientes com câncer de mama mostraram uma 

associação importante entre polimorfismos do gene ATM e o risco de desenvolvimento 

de reações adversas à radioterapia [59, 60].  
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II - JUSTIFICATIVA 
 

Trabalhos mostram que a hipersensibilidade à radioterapia observada 

em alguns indivíduos pode estar relacionada a fatores genéticos [61,62,63]. Um limitado 

número de estudos de coorte analisou a relação entre alterações genéticas e a 

radiossensibilidade de tecidos normais [64].  Até o momento, os dados disponíveis são 

insuficientes e o objetivo de explicar as bases genéticas da variabilidade das reações 

dos tecidos normais expostos à RT está longe de ser alcançado. [65, 66]. 

Por meio da biologia molecular, genética e radiobiologia clínica, 

Andreassen e colaboradores [26] levantaram a hipótese de que os efeitos colaterais 

intensos observados nos tecidos normais estariam associados a um “complexo traço-

dependente”com múltiplos determinantes genéticos mínimos, e os polimorfismos de 

base única (SNPs) poderiam corresponder a parte destes componentes genéticos. 

Aquele autor tenta classificar estas variações 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. 

É relevante salientar que não existem muitos trabalhossobre o assunto 

e nenhum envolvendo câncer de mamafoi realizado ainda no estado de Goiás, 

mostrando que embora seja uma área de muita importância ainda é pouco explorada. 

O objetivo destes estudos e também do nosso seria traçar associações genéticas com 

os efeitos colaterais severos, podendo orientar a prática clínica diária, chegando a 

situação em que os pacientes que fossem geneticamente predispostos teriam a RT 

contra-indicada ou a sua dose total diminuída. Aqueles que tivessem um fenótipo 

radiorresistente poderiam ter a dose da RT escalonada, aumentando a chance de 

resposta ao tratamento. 

Com este tratamento individualizado pelo perfil genético do paciente, os 

efeitos colaterais da RT seriam menos severos assim como o impacto destes na vida 

do paciente.Além disso, aumentariam as chances de resposta do tumor à irradiação e 

teríamos um impacto econômico, com a diminuição de internações devidos aos efeitos 

colaterais da RT, gerando uma economia para o SUS, e desafogando os serviços de 

atendimento de alta complexidade, que na realidade da saúde brasileira, atendem uma 

grande demanda, porque integram a rede de atendimento de vários municípios e até 

mesmo, vários estados da federação.  
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III - OBJETIVOS 
 

3.1 - Geral 

 

O objetivo principal deste trabalho foi verificar a relação entre o genótipo 

de paciente(polimorfismos de base única – SNPs – do gene p53 e do ATM) com 

câncer de mama e a reações adversas agudas e crônicas apresentadas pelas 

mesmas durante a radioterapia. 

 

 

3.2 - Específicos 

 

1- Verificar a frequência de polimorfismos de base única dos genes TP53 (P72R) 

e ATM (D1853N)em pacientes com tumores de mama; 

 

2- Verificar as possíveis associações dos polimorfismos estudados e as reações 

agudas e crônicas do tecido normal após a radioterapia de pacientes com 

câncer de mama; 

 

3- Revisar e atualizar os principais estudos sobre a associação entre os genes 

TP53 e ATM com a toxicidade aguda e crônica em pacientes com câncer de 

mama tratadas com radioterapia; 

 

4- Comparar os resultados obtidos com outros estudos;referente à associação de 

toxicidade à radiação com perfil genético de pacientes com câncer de mama 

tratadas com radioterapia. 
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IV - METODOLOGIA 
 

4.1 - Seleção de pacientes 

 

Para o estudo foram selecionados 78 pacientes do Serviço de 

Radioterapia, do Hospital Araújo Jorge (HAJ), da Associação de Combate ao Câncer 

em Goiás (ACCG). As informações clínicas dos pacientes foramcoletadas a partir da 

revisão de prontuários e fichas de teleterapia do Serviço de Arquivo Médico do HAJ, 

da ACCG. Todas as pacientes selecionadas tiveram câncer de mamadiagnosticado 

histologicamente e foram submetidas à radioterapia há pelo menos cinco anos. Os 

pacientes foram recrutados entre janeiro de 2009 e abril de 2012. A amostra de 

sangue periférico foi obtida após cada paciente ter concordado em participar do estudo 

e assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2). 

Todas as pacientes incluídas no estudo foram tratadas por radioterapia 

convencional (teleterapia), sendo a dose de radiação diária de200cGy, totalizando 50 

Gy de tratamento. O equipamento utilizado no tratamento foi o ALx1, Clinac 2100C/D 

(Varian Medical Systems) com fótons de energia de 15mV. 

 

4.2 - Classificação da toxicidade 

 

As reações adversas à radioterapia foram classificadas segundo critérios 

de escore de morbidade aguda e crônica do Radiation Therapy Oncology Group 

(RTOG) (Anexo 3) [67]. Pacientes que desenvolveram reações adversas agudas ou 

crônicas classificadas com o escore de RTOG maior ou igual a 2 foram consideradas 

pacientes com efeitos adversos de alto grau. 
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4.3 - Critérios de inclusão 

 

1. Pacientes com diagnóstico histológico de câncer de mama. 

2. Pacientes submetidos a radioterapia no HAJ, ACCG. 

3. Assinatura do TCLE (Res. 196/96 e complementares, CNS). 

 

4.4 - Critérios de exclusão 

 

1. Pacientes com diagnóstico de carcinoma metastático. 

2. Pacientes que evoluíram ao óbito até o momento da coleta da amostra. 

3. Pacientes encaminhadas para radioterapia de serviços externos ao Hospital 

Araújo Jorge. 

4. Pacientes com perda de seguimento deste hospital. 

5. Pacientes que não concordaram em assinar o TCLE. 

 

4.5 - Obtenção das amostras 

 

Foram coletadas 78 amostras de 15 mL de sangue periférico 

heparinizado. Após a coleta, o material foi submetido à extração de DNA e 

armazenado em microtubos à -20ºC. 

 

4.6 - Extração de DNA 

 

A extração de DNA a partir do sangue periférico coletado de cada 

paciente foi realizada com o equipamento e a tecnologia desenvolvidos pela Invitrogen 
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Corporation, CA. O kit iPrep™ PureLink™ gDNA Blood possui a tecnologia das 

Dynabeads® MyOne™ SILANE que são beads magnéticas monodispersas (1 μm) com 

uma superfície tipo sílica e uma área de superfície específica. A purificação do DNA da 

amostra foi obtida utilizando o procedimento de purificação baseado em beads e 

evitao uso de centrífugas e sistemas a vácuo, além de extrair 13 amostras em 30 

minutos. 

No processo totalmente automatizado, as células foram lisadas com o 

Lysis Buffer e as proteínas digeridas com proteinase K. O lisado foi misturado com 

Dynabeads® MyOne™ SILANE para subsequente ligação do DNA da amostra. O DNA 

ligado às beads magnéticas foi separado do lisado utilizando separação magnética. As 

beads foram lavadas exaustivamente com os tampões de lavagem para remoção dos 

contaminantes. O DNA genômico foi então eluído com tampão de eluição previsto no 

kit. 

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). 

 

4.7 - Amplificação das regiões de TP53 e ATM 

 

O SNP do códon 72 do gene TP53 ocorre no segundo nucleotídeo do 

códon e este se localiza na posição 466 do mRNA (2640nt). Para amplificação da 

região de interesse do gene TP53 (NM_000546) definimos um par de 

oligonucleotídeos. Usamos como primer sense a sequência 5‟ - 

ATGGAGGAGCCGCAGTCAGA - 3‟ (posição 10953-10972) e como primer antisense 

5‟- TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC - 3‟ (posição 11006-11025), 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 tampão para PCR, 

deoxinucleotídeos trifosfatos (dNTP) e AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase High Fidelity 

(Invitrogen, CA). Esta amplificação foi realizada com 1 ciclo de desnaturação a 95o C 
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por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95o C por 30 segundos, 61,3oC por 30 

segundos e 72o C por 1 minuto. Por fim, uma etapa de extensão final de 72o C por 7 

minutos, sendo que após a finalização dos ciclos a reação foi mantida a 4o C até o 

congelamento ou até a eletroforese. 

O polimorfismo de base única do gene ATM ocorre com a substituição 

da guanina pela adenosina no 55570 nucleotídeo do quadro de leitura aberto (posição 

5942 do mRNA do gene ATM, pois o códon de iniciação do mRNA está na posição 

386), levando a uma alteração na proteína com a troca do aminoácido ácido aspártico 

(Asp/D) pela asparagina (Asn/N) no códon 1853. 

Para amplificação da região de interesse do gene ATM 

(NM_000051.3) definimos um par de oligonucleotídeos. Deste modo, utilizamos 

como primer sense a sequência 5‟ – AGCAGTATGTTGAGTTTATGGC - 3‟ 

(posição 81700-81721) e primer antisense 5‟- TGAATCCAAGTTTGCAGG - 3‟ 

(posição 82003-82020), gerando um fragmento de PCR de 317 pares de base 

(pb). 

Os fragmentos de 317 pares de bases foram gerados a partir de reação 

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 tampão 

para PCR, deoxinucleotídeos trifosfatos (dNTP) e AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase 

High Fidelity (Invitrogen, CA). Esta amplificação foi realizada com 1 ciclo de 

desnaturação a 95o C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 94o C por 30 segundos, 

54,3o C por 30 segundos e 72o C por 1 minuto. Por fim, uma etapa de extensão final de 

72o C por 7 minutos, sendo que após a finalização dos ciclos a reação foi mantida a 4o 

C até o congelamento ou à eletroforese. 

Para avaliação dos amplicons, os mesmosforam submetidos à 

eletroforese em gel de agarose a 0,8%. As reações de PCR foram primeiramente 

submetidas à purificação pelo kit de purificação da Invitrogen™ e tratadas com o 

reagenteExoSAP-IT (Invitrogen, CA) para remover osdideoxinucleotídeos trifosfato 

(ddNTPs)eos oligonucleotídeos restantes da reação de PCR.Após a purificação, os 

fragmentos de interesse foram quantificados utilizando o bioanalisador de DNA 

Nanodrop (ThermoScientific, USA), para adequação da concentração de DNA de 

acordo com a exigência do kit de sequenciamento. 
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4.8 - Reação de Seqüenciamento 

 

Para a reação de sequenciamento foram definidos oligonucleotídeos 

interno sense.Para o gene TP53 foi utilizado o primer interno com a seguinte 

sequência: 5‟ - ATGGGACTGACTTTCTGCT - 3‟ e para o gene ATM, o primer definido 

foi: 5‟- TTGGGTGGATTTGTTTGT -3‟. O kit de sequenciamento usado nas reações foi 

o BigDye Terminator v. 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA), que fornece os componentes necessários para reação 

de sequenciamento em uma pré-mistura pronta, que deve ser adicionada juntamente 

com o produto de PCR purificado  e primer. Areação de sequenciamentofoi realizada 

com 1 ciclo de desnaturação a 96o C por 1 minuto, seguido de 25 ciclos a 96o C por 10 

segundos, 52,9o C para ATM e 55,3ºC por 5 segundos e 60o C por 4 minuto. Após a 

finalização dos ciclos a reação foi mantida a 4o C. 

Antes da eletroforese capilar,as amostras foram submetidas à 

purificação utilizando o Kit de purificação BigDye X-terminator (Applied Biosystems, 

Foster City, CA) para remoção completa de ddNTPs, segundo o protocolo fornecido 

pelo fabricante. Em seguida, as amostras analisadas foram submetidas à eletroforese 

capilar no bioanalisador de DNA, ABI 3130xl (Applied Biosystems, Foster City, CA), 

usando polímero POP-7 para ABI 3130 e 3130xL (Applied Biosystems, Foster City, 

CA). Os dados obtidos foram analisados pelo Sofware Seqscape v. 2.6 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). 

Após o sequenciamento do fragmento dos genes TP53 e ATM, foi 

analisado o polimorfismo descrito na Tabela 1. 

Tabela 1. Polimorfismos dos gene TP53 e ATM  

Gene Exon 
Descrição 

Genômica 

Descrição do 

código 

Descrição 

Protéica 
Efeito Referência 

TP53 Exon 4 g.11446C>G c.215C>G p.P72R missense 
Mattashewski 

et al, 1987 
[41]

 

ATM  
Exon 39 g.86904G>A c.5557G>A p.D1853N missense 

Maillet et. al., 

1999
[59] 

javascript:OpenHelpField('ExonIntron')
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4.9 - Análise estatística 

 

A análise univariada da associação entre frequências alélicas dos SNPs 

e o grau de efeitos tardios foram medidos pelo odds ratio (OR) e o intervalo de 

confiança foi de 95%. Importância da OR foi avaliada pelo teste do qui-quadrado (χ2).. 

As variáveis quantitativas, tais como idade, seguimento pós RT em meses, dose de 

RT, dose de reforço, interrupção da RT em dias e duração da RT foram avaliadas pelo 

test de t e a relação com efeitos colaterais da radioterapia. Um valor de p de 0,05 ou 

menor foi considerado estatisticamente significativo para todos os testes utilizados. 

Análise de Kaplan-Meier foi utilizada para avaliar a relação potencial entre os efeitos 

tardios e tempo de seguimento dos pacientes. A análise estatística foi realizada 

utilizando a plataforma IBM SPSS Statistics (versão 22, SPSS Ciência, IL, EUA). 

4.10 - Aspectos éticos 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da 

Associação de Combate ao Câncer em Goiás com protocolo CEP-ACCG № 035/07 de 

27/09/2007 (Anexo 4). 
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V - RESULTADOS 

 

As informações clínicas das pacientes selecionadas, como idade, 

comorbidades, tipo histológico do tumor, estadiamento clinico, histórico familiar de 

câncer, tipo de cirurgia, uso de hormonioterapia e de quimioterapia e os dados sobre a 

radioterapia foram revisadas retrospectivamente com base nas informações coletadas 

dos prontuários e ficha de radioterapia de cada paciente (Tabela 2). 

Como mostra a Tabela 2, a média de idade das pacientes foi de 51,04 

anos, variando de 32 a 81anos. Como a maioria das pacientes selecionadas tinham 

mais de 40 anos é comum a presença de comorbidades associadas. As principais 

comorbidades encontradas foram hipertensão arterial sistêmica em 31,2% das 

pacientes e diabetes mellitus em 5,3%. As colagenoses, que podem influenciar na 

incidência e na gravidade dos efeitos cutâneos da radioterapia, estavam 

diagnosticadas em 3 (4%) das pacientes que continham dados sobre estas doenças 

no prontuário. 

 

Tabela 2 - Frequência das características clínicas das pacientes e do 

tratamento 

Características No. de 
pacientes 

(%) 

Média de idade 51,05±10.24 

Ca de mama na família 8 (10,3)) 

Ca em idade <40 anos e histórico familiar de câncer 17(21,8) 

Hipertensão 24 (31,2) 

Diabetes mellitus 4(5,3) 

Outras comorbidades 6 (12,5) 

Colagenoses  3 (4) 

Hormonioterapia concomitante 19 (24,7) 

Quadrantectomia  57(73,1) 

Mastectomia  21(26,9) 

Quimioterapira concomitante 28 (35,9) 
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Uso de antracíclico ou taxano pré-RT 43 (55,1) 

Dose total de radiação Gy (média) 50,21 (45-
50,4) 

Duração do tratamento em meses (média) 61,5 (49-86) 

Reforço RT 30(38,5) 

Suspensão RT 19(24,4) 

Seguimento em meses (média) 96,51±27,74 

Desfecho sem evidencia de doença 65(85,5) 

Abreviações: Gy: Grays, unidade de medida para dose de radiação, RT - radioterapia. * 

Média (faixa de variação) Ca: câncer,  

 

Das 78 pacientes estudadas, 73,1% foram submetidas à cirurgia 

conservadora e 26,9 % à mastectomia. No momento da realização da radioterapia, 19 

(24,7%) estavam realizando hormonioterapia, sendo o fármaco mais comumente 

utilizado, o tamoxifeno (77,6%). Entre as pacientes que utilizaram outras terapias 

associadas, foi observado que 35,9%, 28 pacientes, fizeram quimioterapia associado 

com a radioterapia, e mais da metade das pacientes avaliadas (55,1%) utilizaram 

como estratégia terapêutica a quimioterapia neoadjuvante contendo antracíclico ou 

taxano, que são quimioterápicos radiossensibilizantes (Tabela 2). 

A dose total prescrita de RT foi 50,21± 0,9 Gy. Sendo que 30 (38,5%) 

pacientes necessitaram de dose de reforço da RT e 19 (24,4%) tiveram a radioterapia 

suspensa por algum motivo. 

A maior parte dos pacientes (88,5%) tiveram o diagnóstico histológico de 

carcinoma ductal infiltrante, sendo três pacientes carcinoma lobular infiltrante, duas 

intraductal e quatro (5,1%) receberam o diagnóstico de carcinoma lobular e ductal 

infiltrante. 

A resposta ao tratamento foi satisfatória na maioria das vezes. Após o 

término do seguimento, 65 (85,5%) das pacientes estudadas apresentavam-se sem 

evidências de doença. No entanto, 3  (3,8%) foram a óbito no período de avaliação e 8 

(10,5%) tiveram metástases a distância diagnosticadas. 

O Gráfico 01, mostra o percentual do número de pacientes em relação ao 

estadiamento clínico no momento do diagnóstico. A maioria das pacientes 

apresentavam os estadiamentos IIa e IIb. 
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.  

Gráfico 01 – Frequência das pacientes em relação ao 

estadimento clínico no momento do diagnóstico. 

Para a obtenção de resultados satisfatórios do presente estudo, a 

qualidade do ácido nucléico analisado foi de suma importância. A Figura 6 mostra a 

integridade do DNA genômico de uma amostra representativa de 60 das 78 pacientes 

após a extração. Para tal verificação, uma alíquota de 2l do produto da extração de 

DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8%. 

 

 

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando a 

integridade do DNA genômico total extraído das amostras de 60 

das 78 pacientes incluídos no estudo. 
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A partir de um DNA genômico de qualidade, o qual foi quantificado em 

bioanalisador Nanodrop (ThermoScientific), foi realizada a reação em cadeia da 

polimerase para amplificação dos fragmentos gênicos de interesse dos gene TP53 e 

ATM. A Figura 7 exemplifica o resultado da PCR para o fragmento de 527 pares de 

bases do gene TP53. Na Figura 8, podemos observar o resultado obtido para 

amostras de PCR do gene ATM com 317 pares de bases amplificadas. Os produtos de 

PCR também foram analisados em gel de agarose a 0,8%. As Figuras 7 e 8 

representam apenas alguns dos pacientes analisados, no entanto o resultado foi 

semelhante em todos os casos. 

 

 

 

A Tabela 3 mostra as frequências de efeitos colaterais das 78 pacientes 

estudadas. Está representado o grau de toxicidade aguda e crônica para pele e 

apenas o grau de toxicidade crônica para o tecido subcutâneo (este tecido não 

apresenta efeitos agudos na classificação da RTOG). Os efeitos de alto grau são 

aqueles que tiveram score ≥2 e os efeitos de baixo grau os que tiveram score<2. Na 

prática clínica os efeitos de alto grau necessitam de tratamento medicamentoso para 

controle dos sintomas. 

A Tabela 3 também mostra que o número de pacientes que 

apresentaram morbidade aguda de alto grau e de baixo grau na pele foi o mesmo: 39 

(50%). Havendo uma queda do número de pacientes quando se observa a incidência 

Figura 7. Análise eletroforética do fragmento amplificado do gene TP53 de 527 pares de 

bases. A primeira linha corresponde ao marcador de massa molecular (Ladder 100 bp, 

Invitrogen™). 

 

527 pb 

317 pb 

Figura 8. Análise eletroforética do fragmento amplificado do gene ATM de 317 

pares de bases. A primeira linha corresponde ao marcador de massa molecular 

(Ladder 100 bp, Invitrogen™). 
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de sintomas tardios de alto grau na pele e subcutâneo, respectivamente 10 (12,8%) e 

14 (17,9%) pacientes. 

 

Tabela 3. Morbidade segundo RTOG (grau de toxicidade) 

  RTOG 
Pele aguda 

n (%) 

RTOG 
Pele tardia  

n (%) 

RTOG 
Subcutâneo tardia* 

n (%) 

Alto grau  39 (50) 10(12,8) 14(17,9) 

Baixo grau  39 (50) 68(87,2) 64(82,1) 

Abreviações: RTOG = Radiation Therapy Oncology Group, Alto grau RTOG≥2; Baixo grau 

RTOG≤2,*Para análise dos efeitos tardios foram considerados pacientes com seguimento 

maior que 24 meses 

 

 

As variáveis qualitativas foram associadas à presença de efeitos agudos 

na pele de alto grau (AG) e de baixo grau (BG), e estas associações encontram-se 

descritas na Tabela 4. 

Nenhuma comorbidade analisada apresentou correlação estatística 

significativa com a presença de efeitos agudos de alto grau da RT na pele. O histórico 

de familiar de câncer, a realização de mastectomia, de quimioterapia ou 

hormonioterapia, seja neoadjuvante ou concomitante com a RT, também não 

mostraram associação com estes efeitos. Apenas a realização da dose de reforço de 

RT e a suspensão da RT tiveram associação estatística com a presença de efeitos 

agudos de alto grau (p=0.035; p=0.033). A presença dos SNPs avaliados para os 

genes TP53 (rs1042522) e ATM (rs1801516) não apresentaram associação estatística 

com a maior incidência de efeitos agudos de alto grau na pele e tecido cutâneo na 

amostra estudada.  
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Tabela 4 Associação dos efeitos agudos da RT na pele, com as variáveis clínicas e 

com a presença dos polimorfismos estudados. 

 

 RTOG de pele aguda  

 AG n(%) BGn(%) OR IC95% Valor p 

HAS 13(33.3) 11(28.9) 1.227 0,467-3,227 0,807 

DM 4(10.3) 0(0) 2.057 1.662-2.609- 0,116 

Colagenoses 1(2.6) 2(5.6) 0.447 0.039-5.157 0,605 

Ca de mama na família 3(7.7) 5(12.8) 0.567 0.126-2.555 0.711 

Pacte<40anos e/ou ca 

na família 
8(20.5) 9(23.1) 0.869 0.293-2.524 1.000 

Tipo de cirurgia 8(20.5) 13(33.3) 0.516 0.185-1.436 0,307 

QT concomitante a RT 14(37.8) 14(37.8) 1.000 0.391-2.559 1.000 

Antracíclinos ou 

taxanos pré RT 
20(52.6) 23(62.2) 0.676 0.269-1.698 0.486 

HT concomitante a RT 9(23.7) 10(25.6) 0.900 0.319-2.539 1.000 

Reforço RT 20(51.3) 10(25.6) 3.053 1.175-7.928 0.035** 

Suspensão RT 
14(35.9) 5(12.8) 3.808 

1.213-

11.958 
0.033** 

TP53 genotype 

(rs1042522) GGxGC 
35(87.2) 36(92.3) 0.567 0,126-2,555 0.711 

ATM genotype 

(rs1801516) GGxGA 
35(89.7) 35(89.7) 1.000 0,232-4,319 1.000 

Abreviações: refSNP= Referência  SNP cluster report; RTOG=Radiation Therapy Oncology 

Group; AG=Alto Grau RTOG;  BG=Baixo Grau RTOG; OR= odds ratio; IC= Intervalo de Confiança; HAS= 

Hipertensão Arterial Sistêmica; Ca=câncer; Pacte=paciente; QT=quimioterapia;RT: Radioterapia; 

HT:Hormonioterapia; DM=Diabetes mellitus 

  



Relação dos polimorfismos dos genes TP53 e ATM em pacientes com câncer de mama  
e efeitos colaterais à radioterapia 

Dissertação de Mestrado – João Lino Franco Borges – 2014 
 

51 

As variáveis quantitativas como idade e algumas características do 

tratamento também foram associadas com a presença de efeitos agudos da RT na 

pele. Estas associações e o poder estatístico das mesmas encontram-se descritos na 

Tabela 5. 

Tabela 5 - Associação da idade e características do tratamento com a toxicidade 

aguda de pele 

 
RTOG  

de pele agudo 
N 

  ±SD 

Valor p 

t-test 
IC95% 

Idade 
BG 39 52.28±9.65 

0.292 -2.154-7.077 
AG 39 49.82±10.78 

Seguimento pós-RT  

em meses 

BG 39 98.15±25.22 
0.601 -9.319-15.995 

AG 38 94.82±30.36 

Dose da RT (cGy) 
BG 38 5035.26±29.20 

0.175 -12.924-69.766 
AG 38 5006.84±124.53 

Dose de reforço (cGy) 
BG 10 1182.00±209.86 

0.257 -260.308-72.308 
AG 20 1276.00±209.52 

Interrupção RT (dias) 
BG 5 19.00±14.14 

0.173 -3.080-15.795 
AG 14 12.64±5.904 

Duração RT (dias) 
BG 39 48.38±11.40 

0.010** -11.546- -1.638 
AG 38 54.97±10.40 

t-test  para igualdade de médias, Abreviações: RTOG=Radiation Therapy Oncology Group; AG=Alto Grau 

RTOG;  BG=Baixo GrauRTOG, N- número de pacientes,  média, SD desvio padrão, Sȳ Erro padrão da 

média; cGy=CentiGrays; RT:Radioterapia 

A idade não mostrou estar associada à presença de radiossensibilidade 

de alto grau na pele, nas pacientes deste estudo. A realização da dose de reforço de 

RT mostrou ter associação positiva com os efeitos de alto grau, no entanto, a dose 

utilizada neste reforço não influenciou na presença dos mesmos. O número de dias 

que durou a RT esteve associado com efeitos de alto grau, mas a dose total da RT 

não mostrou esta associação. As pacientes que tiveram o tratamento interrompido em 

função do aparecimento de efeitos colaterais,tiveram a duração do tratamento 

estendida.  
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A presença dos polimorfismos analisados, mesmo em heterozigose, 

também não mostrou associação com a incidência dos efeitos tardios de alto grau da 

radioterapia na pele (Tabela 6). Diferentemente dos efeitos agudos a realização de 

reforço ou suspensão da RT não tiveram associação com efeitos tardios. Nenhuma 

outra variável qualitativa analisada mostrou associação estatística com a incidência 

destes efeitos tardios na pele, o que pode ser visto nos dados da Tabela 6. 

Da mesma maneira observada quando foram avaliados os efeitos 

agudos na pele, a idade não mostrou associação com efeitos tardios de alto grau, bem 

como a maioria das características do tratamento (tempo de seguimento em meses, 

dose de RT, dose de reforço, número de dias de interrupção da RT). O número de dias 

da duração da RT não teve associação com efeitos tardios da pele, diferentemente 

dos efeitos agudos (Tabela 7). 

 

Tabela 6 - Associação das variáveis qualitativas com os efeitos tardios da radiação na pele 

 RTOG de pele tardio 

 AGn(%) BGn(%) OR IC95% Valor p  

HAS 4(40) 20(29.9) 1.567 0.398-6.160 0.493 

DM 1(10) 3(4.5) 2.333 0.218-24.923 0.438 

Collagenoses 1(10) 2(3.1) 3.500 0.287-42.639 0.353 

Ca de mama na família 1(10) 7(10.3) 0.968 0.106-8.818 1.000 

Pacte<40anos e/ou 

ca na família 
1(10) 16(23.5) 0.361 0.042-3.071 0.306 

Surgery type 5(50) 16(23.5) 3.250 0.834-12.667 0.122 

QT concomitante a RT 3(30) 25(39.1) 0.669 0.158-2.830 0.733 

Antracíclinos ou taxanos 

pré RT 
5(60) 37(56.9) 1.135 0.292-4.410 1.000 

HT concomitante a RT 3(30) 16(23.9) 1.366 0.316-5.909 0.701 

Reforço RT 2(20) 28(41.2) 0.357 0.070-1.810 0.301 

RT suspense 4(40) 15(22.1) 2.356 0.587-9.447 0.246 

TP53 genotype 

(rs1042522) GGxGC 
9(90) 61(89.7) 1.033 0.113-9.406 1.000 

ATM genotype 

(rs1801516) GGxGA 
9(90) 61(89.7) 1.033 0.113-9.406 1.000 

Abreviações: refSNP= Referência  SNP cluster report; RTOG=Radiation Therapy Oncology Group; 
AG=Alto Grau RTOG;  BG=Baixo Grau RTOG; OR= odds ratio; IC= Intervalo de Confiança; HAS= 
Hipertensão Arterial Sistêmica; Ca=câncer; Pacte=paciente; QT=quimioterapia;RT: Radioterapia; 
HT:Hormonioterapia; DM=Diabetes mellitus 
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Tabela 7 - Associação das variáveis quantitativas com os efeitos tardios da radiação 

na pele 

 Pele tardia RTOG N  ±SD 
Valor 

p t-test 
IC95% 

Idade 
BG 68 50.69±10.57 

0.422 -9.733-4.116 
AG 10 53.50±7.62 

Seguimento pós-RT  

em meses 

BG 67 95.37±28,42 

0.357 -27.479-10.025 

AG 10 104.10±22.43 

Dose da RT (cGy) 
BG 66 5018.18±97.40 

0.483 -83.538-39.901 
AG 10 5040.00±0.00 

Dose de reforço (cGy) 
BG 28 1251.43±205.94 

0.521 -217.894-420.75 
AG 2 1150.00±353.55 

Interrupção RT (dias) 
BG 15 15.33±9.61 

0345 -5.661-15.328 
AG 4 10.50±3.51 

Duração RT (dias) 
BG 67 51.93±10.96 

0.566 -5.467-9.918 
AG 10 49.70±14.16 

t-test  para igualdade de médias, Abreviações: RTOG=Radiation Therapy Oncology Group; AG=Alto Grau 

RTOG;  BG=Baixo GrauRTOG, N- número de pacientes,  média, SD desvio padrão, Sȳ Erro padrão da 

média; cGy=CentiGrays; RT:Radioterapia 

 

O risco acumulado de ocorrência de efeito tardio na pele (RTOG) 

aumentou de acordo com o tempo de seguimento pós-RT, conforme mostra o Gráfico 

2. As pacientes estudadas começaram a apresentar efeitos colaterais tardios de pele a 

partir de 50 meses de tratamento, com pico maior após 100 meses. 
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Gráfico 2- Risco de ocorrência de efeito tardio na pele (RTOG) alto grau e baixo grau.  

 

Quando o acometimento do tecido subcutâneo (tardio) é levado em 

conta, a presença de comorbidades, histórico familiar, hormonioterapia, quimioterapia, 

reforço ou suspenção da RT não mostraram diferença estatística entre os grupos de 

pacientes que manifestaram lesões de alto ou de baixo grau. 

Na comparação entre os tipos de cirurgia, as pacientes que foram 

submetidas à quadrantectomia apresentaram mais efeitos tardios no subcutâneo que 

àquelas submetidas à mastectomia, contudo tal fato pode estar relacionado a 

necessidade de realização de reforço em leito tumoral nas pacientes não 

mastectomizadas. 

Das 14 pacientes que apresentaram lesões de subcutâneo classificadas 

como alto grau, 12 (85,7%) tiveram a presença do SNP (rs1042522) do gene TP53 

detectada em homozigose ou heterozigose. No entanto, este achado não mostrou ter 

associação estatística significativa quando comparada à incidência deste SNP no 

grupo de pacientes que manifestaram lesões de baixo grau. O mesmo ocorreu quando 

analisamos o SNP (rs18014516) do gene ATM, que esteve presente em 100% das 
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pacientes que apresentaram as lesões de alto grau de subcutâneo, mas quando 

confrontado com as pacientes com manifestações de baixo grau, não mostrou 

associação significativa (Tabela 8). 

 

Tabela 08- Associação das variáveis qualitativas com os efeitos tardios no subcutâneo da 

radiação 

 Subcutâneo RTOG  

 AGn(%) BGn(%) OR IC95% Valor p   

HAS 5(35.7) 19(30.2) 1.287 0.380-4.351 0.753 

DM 2(14.3) 2(3.2) 5.000 0.640-39.059 0.152 

Colagenoses 0(0) 3(4.9) 1.241 1.108-1.391 0.533 

Ca de mama na família 2(14.3) 6(9.4) 1.611 0.289-8.968 0.629 

Pacte<40anos e/ou ca 

na família 
1(14.3) 15(23.4) 0.544 0.109-2.710 0.772 

Tipo de cirurgia  0(0) 21(32.8) 1.326 1.143-1.537 0.016*** 

QT concomitante a RT 8(57.1) 20(33.3) 2.667 0.814-8.738 0.129 

Antracíclinos ou 

taxanos pré RT 
5(35.7) 38(62.3) 0.336 0.100-1.127 0.081 

HT concomitante a RT 3(21.4) 16(25.4) 0.801 0.198-3.239 1.000 

Reforço RT 5(37.5) 25(39.1) 0.867 0.260-2.886 1.000 

RT suspense 4(28.6) 15(23.41) 1.307 0.358-4.774 0.735 

Genótipo TP53 

(rs1042522) GGxGC 
12(85.7) 58(90.6) 0.621 0.112-3.455 0.629 

Genótipo ATM  

(rs18014516) GGxGA 
14(100) 56(87.5) 0.800 0.712-0.899 0.338 

Abreviações: refSNP= Referência  SNP cluster report; RTOG=Radiation Therapy Oncology 

Group; AG=Alto Grau RTOG;  BG=Baixo Grau RTOG; OR= odds ratio; IC= Intervalo de Confiança; HAS= 

Hipertensão Arterial Sistêmica; Ca=câncer; Pacte=paciente; QT=quimioterapia;RT: Radioterapia; 

HT:Hormonioterapia; DM=Diabetes mellitus 

O tempo seguimento pós-RT em meses foi maior nas pacientes que 

manifestaram lesões de alto grau no subcutâneo com relevância estatística. As outras 

variáveis quantitativas não mostraram diferença estatística significativa quando 
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comparados os grupos que tinham manifestação de alto grau e de baixo grau, 

conforme tabela abaixo. 

 

Tabela 9- Associação entre as variáveis quantitativas e os efeitos tardios da radiação 

no subcutâneo 

 
RTOG 

Subcutâneo 
N  ±SD 

Valor p 

t-test 
IC95% 

Idade 
BG 64 51.23±10.81 

0.738 -5.034-7.074 
AG 14 50.21±7.35 

Seguimento pós-RT  

em meses 

BG 63 92.24±26.49 

0.006 -39.490- -7.462 

AG 14 115.71±25.82 

Dose da RT (cGy) 
BG 62 5016.77±100.37 

0.392 -76.95-30.504 
AG 14 5040±0.00 

Dose de reforço (cGy) 
BG 25 1236.80±220.43 

0.656 -261.765-167.365 
AG 5 1284.00±168.76 

Interrupção RT (dias) 
BG 15 13.67±8.989 

0.550 -13.750-7.583 
AG 4 16.75±8.958 

Duração RT (dias) 
BG 63 51.43±11.27 

0.735 -7.857-5.571 
AG 14 52.57±12.03 

t-test  para igualdade de médias, Abreviações: RTOG=Radiation Therapy Oncology Group; AG=Alto Grau 

RTOG;  BG=Baixo GrauRTOG, N- número de pacientes,  média, SD desvio padrão, Sȳ Erro padrão da 

média; cGy=CentiGrays; RT:Radioterapia. 

 

O risco acumulado de ocorrência dos efeitos tardios no subcutâneo 

aumentou com o tempo de seguimento pós RT, em especial após 60 meses, de modo 

semelhante ao que ocorreu com os eventos tardios de pele (Gráfico 3). 
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Gráfico 3- Risco acumulado de ocorrência do efeito tardio do subcutâneo 
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VI - Discussão 

 

A principal contribuição deste estudo é ajudar de elucidar quais genes e 

quais polimorfismos estão ou não envolvidas no perfil de radiossensibilidade do tecido 

normal, buscando uma terapêutica individualizada de acordo com o perfil genético do 

paciente. Em 2002, Andreassen et al [26] hipotetizaram que a radiossensibilidade dos 

tecidos normais deve estar associada a um então chamado “complexo traço-

dependente” que agrega o efeito de muitos determinantes genéticos mínimos, e os 

polimorfismos de base única (SNPs) poderiam corresponder a parte destes 

componentes. 

Outros pontos abordados por este estudo puderam mostrar um sinal, na 

busca de identificação de fatores de risco para a maior incidência de efeitos agudos e 

crônicos da RT nas pacientes com câncer de mama. Já que estas pacientes têm 

sobrevida cada vez mais expressiva e esses efeitos devem ser evitados para diminuir 

a morbidade da radioterapia. Os efeitos tardios da RT são usualmente irreversíveis 

podendo diminuir a qualidade de vida das pacientes[24]. 

A pele é um dos órgãos mais afetados pela ação da radiação ionizante 

no tratamento. No nosso estudo a incidência de efeitos agudos graves (score >2) foi 

de 50%. Em outro estudo, a incidência de efeitos colaterais de alto grau com 

necessidade de tratamento dos sintomas foi de 32%[68]. Estas alterações afetam a 

auto-estima da mulher e tem impacto negativo na qualidade de vida das 

pacientes[69,70]. 

Embora utilizasse uma classificação diferente para graduar o 

componente de fibrose no subcutâneo Zschenker et.al (2010) encontrou uma 

incidência de 24,2% de comprometimento deste tecido na série de 69 pacientes 

daquele estudo[71]. No presente estudo, 14 pacientes (17,9%) apresentaram efeitos 

tardios em subcutâneo. 

No mesmo estudo citado acima, não foi observada associação entre a 

idade e a presença de efeitos tardios no subcutâneo. A quimioterapia e a 

hormonioterapia, também não apresentaram associação com a incidência desse efeito 

colateral, dados que vão ao encontro dos observados por nós.O uso de 

quimioterápicos, a dose total e a presença de diabetes, também não mostraram 

associação com efeitos tardios em estudo de Ianuzzi et.al.(2002), que observou a 

prevalência de mutações do gene ATM associadas com os efeitos da RT em pacientes 

com câncer de mama[72]. Este mesmo trabalho também teve como tipo histológico 
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mais incidente o carcinoma ductal infiltrante (83%) o que está de acordo com o dado 

das nossas pacientes, nas quais a proporção deste tipo foi em 88,5% dos tumores. 

Quanto ao fato dos efeitos agudos de alto grau serem mais incidentes 

nas pacientes que receberam reforço da RT, acreditamos ser um efeito direto da maior 

exposição à radiação que estas pacientes foram submetidas. Da mesma maneira, a 

associação significante entre a necessidade de suspensão no esquema da RT e a 

maior incidência de efeitos de alto grau, foi interpretada como viés, pois as pacientes 

que tiveram que ter as sessões suspensas são exatamente as que têm maior 

radiossensibilidade do tecido normal. 

Os efeitos da radiossensibilidade são menores quando são utilizadas 

técnicas modernas de RT, como IMRT e a radioterapia em doses fracionadas[71]  Na 

nossa casuística observamos uma associação positiva entre o maior número de dias 

da RT e a maior incidência de efeitos agudos de alto grau, embora a dose total de 

radiação não variasse de maneira significativa entre os dois grupos. Analisando os 

casos, observou-se que as pacientes tiveram maior número de dias de duração da RT  

em consequência da presença dos efeitos de alto grau agudos, pois tiveram o 

tratamento temporariamente suspenso em função do aparecimento destes efeitos 

colaterais e consequentemente aumentaram a duração total em dias da RT. 

Não encontramos na literatura consultada dados de associação entre a 

mastectomia e a incidência de efeitos tardios de baixo grau na pele. Em nossa 

amostra, houve uma diferença significativa na associação deste tipo de cirurgia e os 

efeitos de baixo grau quando comparados com os de alto grau. Acreditamos que esse 

fato possa estar associado com uma área maior ressecção da pele na cirurgia. Além 

disto, a cirurgia conservadora na maior parte dos casos necessita de dose de reforço 

de RT, e por este motivo estaria associada a maior incidência dos efeitos de alto grau. 

 

Os Polimorfismos em TP53 

 

Um dos objetivos maiores do nosso estudo era analisar a influência de 

polimorfismos genéticos nos genes TP53 e ATM e o desenvolvimento de toxicidade 

aguda ou crônica em pacientes portadoras de câncer mama tratadas com radioterapia 

convencional. Nossos achados mostraram que o polimorfismo P72R do gene TP53 

não esteve associado ao desenvolvimento de efeitos colaterais de alto grau agudos e 

crônicos na pele e subcutâneo, embora o grupo de pacientes com efeitos colaterais de 

alto grau possa ser considerado pequeno em nossa amostra (10 para pele tardio e 14 

para subcutâneo tardio). 
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O polimorfismo do TP53 P72R (Arg 72 Pro) determina uma proteína 

alterada, que foi relacionada com um aumento da apoptose. O genótipo 72Arg parece 

estar relacionado a uma maior incidência de apoptose, enquanto a forma 72 Pro 

induziria parada mais longa do ciclo celular em G1, permitindo maior ação do sistema 

de reparo do DNA[73-75].Sendo assim, a proteína p53 72 Pro, parece ser mais eficaz na 

ativação de genes alvos de reparação de DNA dependentes de P53, determinando à 

célula que contém esse genótipo maior capacidade de reparação do DNA[76]., porém 

induz com menor eficiência a apoptose celular.  A presença do polimorfismo P72R, 

tanto em homozigose quanto em heterozigose, poderia determinarmenor eficiência na 

indução de apoptose das células lesadas pela radiação ionizante, que se reparadas de 

maneira incompleta determinariam com o passar do tempo maior incidência dos 

efeitos tardios cutâneos[25], isto explicaria a maior incidência destes efeitos nos 

portadores deste polimorfismo,o que foi observado em alguns estudos citados abaixo. 

Em nossa amostra não houve associação significativa entre a presença de efeitos de 

alto grau seja agudos ou crônicos e a presença do polimorfismo. 

Em um estudo de 2006 pesquisadores alemães mostraram que existe 

uma associação positiva entre a toxicidade aguda de pele e o genótipo 72Pro em 

pacientes obesas portadoras de câncer de mama, este trabalho contou com 77 

pacientes para análise. Porém, para encontrar esta significância estatística as 

pacientes foram estratificadas de acordo com o Índice de Massa Corporal (IMC), o que 

não ocorreu no nosso caso. Quando observadas as pacientes de maneira geral (sem 

estratificação do IMC) não houve associação significativa entre o desenvolvimento da 

toxicidade aguda e a presença do polimorfismo[49].Barnett et. al (2012,) analisaram o 

mesmo polimorfismo e também não encontraram associação positiva (p=0.07), entre a 

presença do polimorfismo e a incidência de efeitos agudos[24]. 

 Chang- Claude et. al. (2009) analisaram 131 pacientes com 

telangiectasia e 28 pacientes com fibrose e avaliou as variantes genéticas do TP53. 

Naquela amostra, as pacientes com o polimorfismo Arg72Pro estavam em risco 

aumentado de telangiectasia. A odds ratio (OR) foi OR=1,66, IC95% 1,02-2,72) para 

portadores 72Pro quando comparado com os não-portadores. Logo, essa variante 

modificou o risco de toxicidade cutânea tardia após radioterapia naquela amostra, o 

que não foi observado na nossa casuística[25]. 

Embora existam dados que suportem a associação da presença do 

polimorfismo com os efeitos cutâneos crônicos, não conseguimos comprová-la no 

nosso estudo. O mesmo ocorreu com os efeitos agudos de alto grau da radioterapia, 
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cuja associação com a presença do polimorfismo permanece incerta na literatura 

disponível. 

 

OPolimorfismo em ATM 

 

As alterações no gene ATM são umas das mais estudadas para 

associação com a radiotoxicidade do tecido normal. Isto se deve a constatação de que 

pacientes com mutações neste gene apresentavam ataxia-telangectasia, uma 

alteração patológica que leva a uma hipersensibilidade à radioterapia, entre outras 

manifestações clínicas. 

Nossas análises mostraram que o polimorfismo Asp1853Asn não estava 

associado ao desenvolvimento de nenhum efeito adverso agudo ou crônico de alto 

grau em pacientes portadoras de câncer de mama tratadas com radioterapia (p>0,05). 

O estudo de um único polimorfismo em ATM pode ter sido um dos fatores limitantes 

por não termos encontrado uma associação positiva entre as alterações no gene ATM 

e os efeitos adversos da radioterapia. Ianuzzi et. al. (2002) descreveram nove 

mutações no gene ATM que estavam associados a efeitos de alto grau em pele e 

subcutâneo, sendo que uma delas era classificada como sendo um polimorfismo 

(encontrado em menos de 1% da população)[72]. 

Vários trabalhos foram publicados mostrando a associação entre 

polimorfismos de ATM e a fenótipo radiossensível para pacientes com câncer de 

mama tratadas com radioterapia. Alguns destes estudos mostraram que o 

polimorfismo no códon 1853 de ATM estava associado ao risco elevado de fibrose 

[25,72,71,77]. Zschenker at al. observaram que o SNP em questão, tinha associação com a 

redução com o risco de fibrose[71]. Esta mesma associação (redução do risco) foi 

encontrada por Angele et. al.[23]. Todavia, outros autores observaram associação entre 

a presença do polimorfismo e o aumento no risco de fibrose[25,78].Em 2012,Tanteles et. 

al. publicaram um estudo que mostrou uma associação da herança do alelo rs1801516 

e a presença de teleangectasia, um efeito tardio na pele[22]. Uma questão importante 

levantada por eles é que as portadoras de mutações do gene ATM parecem ter 

aumento da incidência de câncer de mama, com taxa de portador de 

aproximadamente 3% entre as pacientes com este diagnóstico. Como as mutações do 

gene ATM poderiam ocorrer em diferentes haplótipos, eles sugerem a realização do 

sequenciamento do exoma, para determinar a relação causal entre o efeito e a 

natureza da variação do DNA, aumentando a força da associação entre a presença da 

radiossensibilidade e a presença deste polimorfismo[22]. 
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Os dados as literatura mostram que a presença do polimorfismo do 

códon 1853 pode estar associada tanto com o aumento dos efeitos colaterais 

cutâneos quanto com a diminuição destes, porém em nossa amostra não foi 

observada associação da presença dele com achados clínicos de alto grau na pele e 

subcutâneo. 

Nem a homozigose nem a heterozigose para o polimorfismo analisado 

mostrou associação com efeitos agudos de alto grau nos nossos dados. Dados na 

literatura mostram que a heterozigose não é um fator preditor para o aumento 

significativo dos efeitos agudos, mas parece estar associada aos efeitos crônicos[72]. 

Na casuística de Ho et. al.(2007), 15 pacientes eram heterozigotos para o SNP em 

questão, destas, 8 (53%) exibiram sintomas de radiotoxicidade  tardia na pele grau 2 a 

4. O odds ratio encontrado [OR=3,1; (IC95% 1,1-9,4)] mostrou que naquela população, 

a presença de polimorfismo foi considerada preditora dos efeitos adversos tardios, o 

que não foi observado no nosso estudo[78] 

Denham et. al. questionaram que uma das razões para que a 

radiossensibilidade celular de pacientes heterozigotos não se traduza 

necessariamente em radiossensibilidade clínica, seria o fato de que outros 

determinantes genéticos de toxicidade poderiam coexistir no mesmo paciente. Estes 

fatores determinariam um down regulation na fibrinogênese, determinando o acúmulo 

de fibrinogênio na matriz extracelular[79]. 

O ATM é um gene grande com muitas variantes documentadas. Serão 

necessários estudos de associação destes SNPs em maiores grupos amostrais para 

estabelecer se as variantes de base única ou os haplótipos deste gene podem de fato 

contribuir com a toxicidade do tecido normal. 

 

Limitações do estudo 

 

Uma das grandes limitações deste estudo foi associar os efeitos da 

radiação no tecido normal apenas com o perfil genético das pacientes, uma vez que o 

serviço de radioterapia, no momento do tratamento das pacientes selecionadas, usava 

a radioterapia convencional e não a radioterapia 3D ou conformacional que estão 

associadas com menores taxas de efeitos colaterais. Este é definitivamente um 

parâmetro importante na comparação com estudos realizados em outros laboratórios e 

que utilizam tipos de tratamentos mais avançados. 
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Outra limitação importante deste estudo foi o tamanho do grupo 

amostral. Foram selecionados 78 pacientes para o estudo, o que em termos 

estatísticos é considerado um número pequeno. Portanto, os achados deste estudo 

necessitam de uma validação adicional por estudos subsequentes. Mesmo assim, 

nossos resultados puderam fornecer informações relevantes da importância do 

polimorfismo de TP53 e ATM, que permanecem incertos como determinantes de 

fenótipos de radiossensibilidade. 

Nosso estudo foi realizado retrospectivamente com a coleta das 

amostras e dos dados dos prontuários após a radioterapia. Um estudo prospectivo 

poderia gerar mais informações sobre os pacientes e seus sintomas antes e após a 

radioterapia, além de ser possível estabelecer o risco relativo associado à presença 

dos polimorfismos estudados. 
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VII –Conclusões 
 

 Não encontramos associação estatisticamente significativa entre a 

presença dos polimorfismos dos genes TP53 e ATM com as reações adversas agudas 

e crônicas à radioterapia em pacientes com câncer de mama 

 A revisão da literatura mostra que os papéis destes polimorfismos 

permanecem incertos e o perfil genético da radiossensibilidade do tecido normal ainda 

necessita de estudos adicionais 
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Perspectivas 
 

 

Os polimorfismos nos genes ATM e TP53 são comumente estudados, 

principalmente por atuarem nas vias de reparo do DNA. No entanto, polimorfismos em 

outros genes são igualmente importantes no momento de avaliar a radiotoxicidade do 

tecido normal em pacientes com câncer de mama.  

A identificação de polimorfismos associados às complicações da 

radioterapia pode levar a duas consequências importantes. A primeira é que com tal 

informação o clínico poderia tratar com cirurgia ou quimioterapia exclusivas àquelas 

pacientes que possuírem genótipos associados aos efeitos adversos severos da 

radioterapia. Outra consequência diz respeito a pacientes que possuíssem SNPs 

associados ao dano pela radiação poderiam se beneficiar de radioterapias mais 

sofisticadas, como a radioterapia de intensidade modulada, em que o tumor é o foco 

da radiação e os tecidos adjacentes recebem quantidades de radiação 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 único de saúde. Um paciente que possua um SNP associado 

à toxicidade do tecido normal é de fato um candidato ideal para radioterapia, já que 

algumas variantes genéticas podem render radiosensibilidade ao tumor. Para tal 

paciente, o uso de uma dose padrão poderia ser desnecessariamente alta e é possível 

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 não possuam as alterações genéticas, com doses mais 

altas de radiação e melhorar suas chances de cura. 

Atualmente a maior parte dos trabalhos neste campo foi realizada a partir 

de genes candidatos, como o presente estudo. Eles forneceram informações valiosas, 

no entanto são limitados e ainda não tiveram sucesso em fornecer um teste preditivo 

para identificar pacientes radiossensíveis. Para suprir o insucesso dos estudos com 

genes candidatos, os pesquisadores em radiogenômica começaram uma busca mais 
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ampla para identificar genes e SNPs associados à resposta a radiação. Já estão 

sendo executados projetos em larga escala de associação genômica ampla (GWA, do 

inglês: genome wide association), nos quais os pacientes são genotipados para um 

grande número 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 à radiação. Espera-se que estas informações 

ajudem a elucidar as vias envolvidas nos efeitos da radiação, o que poderia ajudar no 

desenvolvimento de drogas capazes de prevenir ou atenuar a toxicidade à radiação. 

Além disso, foi criado também um consórcio internacional de radiogenômica com a 

intenção de agrupar dados e amostras em escala global a fim de criar/compartilhar um 

grande biorrepositório juntamente com um banco de dados clínicos destes pacientes, 

que poderiam aumentar o poder estatístico dos estudos, nesta área [80]. 

Um grande desafio para o nosso grupo de pesquisadores é o de avaliar 

estes polimorfismos já associados à radiotoxicidade em pacientesde serviços de 

radioterapia a fim de validar estes resultados na população de Goiás, e futuramente, 

juntamente com outros serviços, validar os resultados também na população brasileira. 
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IX – Anexos 

 

Anexo 1 - Estadiamento de tumores de mama² 

T-TUMOR  

TX O tumor primário não pode ser avaliado 

T0 Sem evidência de tumor primário  

Tis Carcinoma in situ: carcinoma intraductal e lobular in situ ou doença de 

Paget da papila sem tumor 

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensão 

T1a- tumor com 0,5 cm ou menos em sua maior dimensão 

T1b-tumor com mais de 0,5 cm e até 1 cm em sua maior dimensão 

T1c- tumor com mais de 1 cm e até 2 cm em sua maior dimensão 

T2 Tumor com mais de 2 cm e até 5 cm em sua maior dimensão  

T3 Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensão  

T4 Tumor de qualquer tamanho com extensão direta à parede torácica ou à 

pele  

T4a-extensão para a parede torácica 

T4b- edema (incluindo peau d‟orange)ou ulceração de pele da mama ou 

nódulos cutâneos satélites confinados à mesma mama 

T4c- T4a e T4b associados 

T4d- carcinoma inflamatório 

N-LINFONODOS REGIONAIS 

NX Os linfonodos regionais não podem ser avaliados (por ex. foram removidos 

previamente) 

N0 Ausência de metástase nos linfonodos regionais 

N1 Metástase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is) móvel(is) 

N2 Metástase nos linfonodos axilares homolaterais fixos uns aos outros ou a 

outras estruturas 

N3 Metástase nos linfonodos da cadeia mamária interna homolateral 
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M-Metástase à distância 

MX A presença de metástase à distância não pode ser avaliada 

M0 Ausência de metástase à distância  

M1 Metástase à distância (incluindo as metástases nos linfonodos 

supraclaviculares) 

 

Estadiamento do câncer de mama em função das diversas combinações possíveis pelo 

sistema TNM 

Estadio 0 Tis N0 M0 

Estadio I T1 N0 M0 

Estadio IIa T0 N1 M0 

T1 N1 M0 

T2 N0 M0 

Estadio IIb T2 N1 M0 

T3 N0 M0 

Estadio IIIa T0 N2 M0 

T1 N2 M0 

T2 N2 M0 

T3 N1,N2 M0 

Estadio IIIB T4 qualquer N M0 

qualquer T N3 M0 

Estadio IV qualquer T qualquer N M1 

 

Barros ACSD,Barbosa EM, Gebrim LH, et al. Diagnóstico e Tratamento do 

câncer de Mama. Projeto Diretrizes, AMB CFM,2001. Disponível em internet: 

http://www.sbmastologia.com.br/arquivos/recomendacoes-do-consenso-8.htm 
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ANEXO 03 

Morbidade Aguda segundo o RTOG 

 

Tabela 1 – Pele 

Grau Sintomas 

Grau 0 Sem mudança. 

Grau 1 
Eritema folicular fraco ou apagado, depilação, descamação seca, diminuição 

da sudorese. 

Grau 2 Eritema brando ou claro, descamação úmida em placas, edema moderado. 

Grau 3 
Descamação úmida confluente, além das dobras da pele ou edema em casca 

de laranja. 

Grau 4 Ulceração, hemorragia ou necrose. 

 

Morbidade Tardia segundo o RTOG 

 

Tabela 2 – Pele 

Grau Sintomas 

Grau 0 Sem mudança. 

Grau 1 Ligeira atrofia; alteração da pigmentação; alguma perda de cabelo 

Grau 2 Atrofia moderada; moderada telangiectasia, perda de cabelo total. 

Grau 3 Atrofia grave; telelangectasia intensa  

Grau 4 Ulceração. 

* Grau 5: Morte.  
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Morbidade Tardia segundo o RTOG 

Tabela 3- Subcutâneo  

Grau Sintomas 

Grau 0 Sem mudança. 

Grau 1 Ligeira fibrose; e perda da gordura do subcutâneo  

Grau 2 
Fibrose moderada porém assintomática; ligeira retração do campo; <10% de 

redução linear  

Grau 3 
Endurecimento grave e perda de tecido subcutâneo; medida linear de 

retração de campo > 10%  

Grau 4 Necrose . 

* Grau 5: Morte. 

Cox JD, Stetz J, Pajak TF. Toxicity criteria of the Radiation Therapy Oncology 
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Anexo 4 

Protocolo de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


