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RESUMO

As neoplasias do trato gastrointestinal constituem um importante
problema de saude publica no Brasil, como consequéncia de sua alta
incidéncia e mortalidade. A radioterapia desempenha um papel fundamental
como parte nos tratamentos dos tumores gastricos e de reto. O acumulo de
conhecimento na radiobiologia e os recentes avancos no entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos no comportamento das células tumorais e
dos tecidos normais as radiagfes ionizantes tém demonstrado o importante
papel dos genes de reparo do DNA. O gene XRCC-1 (do inglés, x-ray repair
cross complementing) desempenha importante papel no reparo das lesdes
radioinduzidas, atuando na resposta das lesdes de fita Unica atraves do reparo
por excisdo de base (BER). Polimorfismos do gene XRCC-1 podem influenciar
na resposta do paciente a radioterapia, assim como na toxicidade apresentada
nos mesmos. No presente estudo avaliamos a ocorréncia de toxicidade em
pacientes com cancer de estdbmago e reto submetidos ao tratamento com radio
e quimioterapia e sua relacdo com a ocorréncia de dois polimorfismos do gene
XRCC1, C194T (rs1799782) e do tipo INDEL 4 pb GGCC (rs3213239).
Encontramos uma taxa de toxicidade aguda de 64,5 %, mas somente 24,5 %
com graus 3 ou 4. As taxas de toxicidades especificas graus 3 ou 4 encontras
foram 16,3 % de diarreia, 6% dermatite e 6% nauseas. Nao houve correlacéo
significativa entre os polimorfismos C194T (rs1799782) e INDEL (rs3213239) e
as toxicidades relatadas, exceto quando avaliamos separadamente 0s
pacientes com neoplasia de reto. Nestes, o0 alelo T do C194T, seja em
homozigose ou heterozigose com alelo dominante esta relacionada a uma
maior incidéncia de nauseas com um risco 10,5 vezes maior e p= 0,03. Apesar
desta correlacdo positiva, acreditamos que o Umero de pacientes do nosso
estudo foi insuficiente para encontrarmos correlacdo entre as outras

toxicidades e os polimorfismos.

Palavras-chave: XRCC-1; polimorfismos; radioterapia; toxicidade; neoplasia

de reto; neoplasia estbmago.



ABSTRACT

The intestine tract neoplasms consist in an important problem of Brazil’s
health as consequence of its incidence and mortality. Radiotherapy plays a
fundamental work as part of gastric and rectal cancer treatment. The vastly
background in radiobiology and the recently advances in the comprehension of
molecular mechanisms involved in the behaviour of tumour cells and the
normal tissues to ionizing radiation has been demonstrating the importance of
repair DNA genes. The gene XRCC-1 plays an important work repairing ionizing
lesions, working in the answers of single strand break through repairing by base
excision. XRCC-1 base polymorphisms can influence the answer of
radiotherapy’s answer, in the same way the toxicity showed on them. In the
present study we analysed the toxicity of gastric and rectal cancer patients
submitted to radiation treatment and chemotherapy and its relation with the
occurrence of specifics polymorphisms of XRCC-1 GENE, C194T (rs1799782)
and INDEL 4 bp GGCC (rs3213239). Our data showed a general toxicity rate of
64,5 %, but only 24,5 % were grade 3 or 4. The specific toxicity grade 3 or 4
rate were 16,3 % diarrhea, 6 % dermatitis and 6 % nausea. We did not find and
correlation between the polymorphisms C194T (rs1799782) and INDEL
(rs1799782) and the rate of toxicity found, except when we evaluated patients
with gastric and rectal cancer separately. In the latter group, the allele T of
C194T was associated with a higher incidence of nausea, with a 10,5 fold risk
and a p value of 0,03. Although this positive correlation, we believe that the
number of patients in our study was insufficient to a more accurate correlation

between toxicity and polymorphisms.

Keywords: XRCC-1; polymorphisms; radiation therapy; toxicity; rectal cancer;

gastric cancer
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

1.1.1. O CANCER NO MUNDO

Nas ultimas décadas o cancer vem convertendo-se em um evidente problema
de saude publica mundial. A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) estimou que, no
ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes
de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com céancer. O
maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixa e média rendas (INCA,
2014).

1.1.2. O CANCER NO BRASIL

No Brasil, a estimativa para o ano de 2015 aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os casos de pele nao
melanoma, reforcando a magnitude do problema do céancer no pais. O céancer de
pele ndo melanoma (182 mil casos novos) sera 0 mais incidente na populacao
brasileira, seguido pelos tumores de prostata (69 mil), mama feminina (57 mil), colon
e reto (33 mil), pulméo (27 mil), estdbmago (20 mil) e colo de utero (15 mil). (INCA
2014)(TABELA 1) (FIGURAL)



TABELA 1- Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia por 100
habitantes e do nimero de casos novos de cancer, segundo o0 sexo e localizacéo
priméria.

Estimativa dos Casos Noves

Localizagao Primaria da Homens Mulhares
Neoplasia Maligna Estado Capitais Estado Capitais

Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta
Prostata
Mama Feminina

Colo do Utero

Tragueia, Brénguio & Pulmao

on & Reto

Ohvario

Linfoma de Hodgkin
Linfoma ndo Hodgkin
Gléndula Tireoide
Sistema Nervoso Central

Leucemias

Corpo do Ctero

Pele Melanoma

Outras Localizagées

Subtotal

Pele nao Melanoma

Todas as Neoplasias 302,350 309,53 70.750 334,08 274.230 269,35 81.250 343,85
“Mdmeros amedondados para 10 ou mudliiplos de 10.

ESTIMATIVA | 2014

Para 2014 : 576 mil casos novos no Brasil

10.090 § -
, 47.520 !
9.930
51.540 I
156.910 !
142.820 !
20.150 }

mativa do Cancer no Brasi, 2
(Owisio do Viglincia o And

Figura 1- Estimativa 2014 casos novos no Brasil.
http://www.inca.gov.br/estimativa/2014
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A regido de maior incidéncia em numeros de casos novos de cancer € a
regido sudeste com estimativa para 2014 de 299.370, seguida da regido sul com
116.330 novos casos, em terceiro a regiao nordeste com 99.060 e centro oeste com
41.400 e a regido norte com 20.020 ocupando a 42 e 52 posicéo, respectivamente.
Especificamente no Para teremos a seguinte estimativa detalhada na Tabela 2.
(INCA 2014).

Tabela 2: Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
habitantes e do nimero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizacao primaria. No
estado do Para.

Eetimeztliva daz Cazoz Niowoz

Localzacao Primaria da Mulheres
Neaplasia Maligna Capaal Exztado Capal

Cazos Taxa Bnula Cazos Taxa Brila Cazoz Taxa Brula
Frastata - - -
Mama Feminna 830 2,47 380 48,78
Gl do (era - - B30 21,13 260 57
Traqueia, Bnanguio & Pulmdn 260 8,50 100 14,13 160 412 =] 7.58
Calon & Reta 160 4,04 50 74 200 5,24 100 12,72
Estimago 450 11,37 140 21,13 240 £,18 100 12,51
Cauidade Dral 120 3.08 30 447 T 1,80 20 322
Laringe BO 182 1] 4,15 - 03T - 082
Baxiga 70 1,73 30 3,78 E 0,58 = 138
Estfago 0 1.3 20 z4 30 0,70 = 1,87
Ovdrin - - - - 20 22 80 743
Limfoma de Hodghn 30 0,84 - 117 20 0.43 - 0.8g
Linforma o Hodgkin Fi| 1,8 20 250 60 150 30 3,88
Glanduia Tireaide | 0,53 - 18 120 208 50 8,78
Sistema Mervoso Genfral 1] 1,58 20 242 50 1.24 20 243
LEuzemizs 130 3.38 &0 417 120 a0z 40 4,88
Corpo to Utero - - - - 70 137 20 232
Pele Metanoma 2 058 =5 1,38 20 0.58 =5 1,15
Oulrzs Localizgtes &10 15.41 170 2554 SBO 1473 190 254
Subtatal 3130 78,58 1.000 145,60 3520 23,85 1.360
Pele ndo Melznoma 420

Todag az Neoplarias 103,18 1430 208,21 4520 115,37 1.780 23257
*Mimerns arredondade: para 10 ou mikiplos de 10,/ ** Mengres que 15 sos.
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1.2. TIPOS DE CANCER DO ESTUDO

1.2.1. CANCER DE ESTOMAGO

No Brasil, estimam-se 12.870 novos casos de cancer de estbmago em
homens e 7.520 mulheres no ano de 2014. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 13,19 casos novos a cada 100.000 homens e 7,41 a cada 100.000
mulheres. Responde pela 42 maior incidéncia em homens e pela 62 maior incidéncia
nas mulheres no Brasil (INCA 2014).

Chama a atencdo a estimativa para a regido Norte do Brasil e
especificamente o estado do Para onde o cancer gastrico passa a ter a 22 maior
incidéncia entre os homens e 32 entre as mulheres, conforme tabela 2 (INCA 2014).
Além da alta incidéncia, o cancer gastrico € a 22 causa de morte por cancer no
mundo o que o torna um importante problema de saude publica da populagéo
brasileira (INCA 2014).

Os fatores de risco envolvidos no cancer gastrico incluem alta ingesta de sal
diretamente nos alimentos ou como conservante, alimentos defumados, baixa
ingesta de frutas e vegetais e presenca da bactéria H. pylori (INCA 2014).

A gastrectomia total ou subtotal € o tratamento radical padréo para o cancer
gastrico ndo metastatico. A radio e quimioterapia adjuvantes tornaram-se padréo
apos a publicacdo dos resultados do GI Intergroup Gastric Adjuvant Trial para
estadios IB até IV, negativos para doenca sistémica (MACDONALD, 2001).

1.2.2. CANCER DE RETO

No Brasil estimam-se para 2015, 15.070 casos novos de cancer de célon e
reto em homens e 17.530 em mulheres. Segundo ultima estimativa mundial, o
cancer de colon e reto configura-se como o 3° tipo de cancer mais comum entre 0s
homens, com 746 mil novos casos, e 0 segundo nas mulheres, com614 mil casos
novos para o ano de 2012. Mais da metade sdo provenientes de regibes mais
desenvolvidas (INCA 2014).

Os fatores envolvidos no risco aumentado de desenvolvimento do cancer colo

retal incluem idade avangada, sexo masculino, histéria familiar de cancer colo retal,
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aumento indice de massa corporal, ingesta de carne processada, ingesta de &lcool e
baixo consumo de folato. Destes fatores, somente o sexo masculino, idade
avancada e uso excessivo de &lcool estdo relacionados especificamente com o
cancer de reto. (PEREZ 2008).

O tratamento do cancer de reto vem sofrendo transformacgfes drasticas nas
Ultimas décadas. A cirurgia se mantém como base do tratamento curativo do cancer
de reto, sendo a excisdo mesoretal total a técnica padréo atualmente. A radioterapia
e posteriormente a radioquimioterapia eram indicadas apdés a cirurgia para 0s
estadio Il e Ill. Na década passada surgiram evidéncias de que a radio e
guimioterapia neoadjuvante estavam associadas a um melhor controle local e
sobrevida livre de doenca, transformando entdo radioquimioterapia neoadjuvantes a
cirurgia como tratamento padrédo para o cancer de reto (SAUER 2004, BOSSET
2006 e ROH 2009).

A radioterapia consiste em 45-50,4 Gy, com fracGes de 180 cGy, em pelve
incluindo a lesdo primaria e a drenagem linfatica regional, mesmo que
profilaticamente (BOSSET 2006).

1.3. HISTORIA DA RADIOTERAPIA

Wilhelm Conrad Roentgen nasceu em 27 de marco de 1845 em Lennep,
Alemanha e se formou em engenharia mecéanica na Escola Politécnica de Zurique
em 1868. Em 1888 aceitou um emprego de professor de fisica tedrica na
Universidade de Wursburg, onde iniciou sua pesquisa sobre raios catdédicos. Num de
seus experimentos com um tubo de Crookes, totalmente coberto para impedir a
passagem da luz, percebeu uma linha preta num papel de bario que se encontrava
numa cadeira na sala do experimento. Ele sabia que aquilo s6 poderia ser produzido
numa situacdo normal pela passagem da luz, mas que seria impossivel naquela
determinada circunstancia que alguma luz tivesse atingido o papel. Ele entéo
chamou de raios-X, por ndo conhecer ainda suas propriedades fisicas (LEDERMAN
1981).

Em 30 de novembro de 1895, Roentgen anunciava sua descoberta para o
mundo, o que |he renderia o Prémio Nobel de fisica em 1901. Na propria

apresentacdo dos raios-X para o mundo, Roentgen ja demonstrou a relevancia de
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sua descoberta para a medicina, a0 mostrar a radiografia da mao de sua esposa
(LEDERMAN 1981).

Ap6s a descoberta de Roentgen, avancos clinicos e tecnolégicos foram
acumulados mais rapidamente do que o conhecimento bioldgico. Varios cientistas
procuraram descobrir se substancias encontradas na natureza seriam capazes de
emitir radiagdo semelhante aos raios-X. Em 1896 Henri Becquerel revelava ao
mundo a capacidade do urénio de emitir radiagdo semelhante aos raios-X relatados
por Roentgen. O casal Curie entdo mostrou que a intensidade da radiagdo era
proporcional a quantidade de urénio da amostra. Eles também descobriram outros
elementos capazes de emitir radiacdo como poldnio e o radio, chamando entédo este
fendmeno de radioatividade (PEREZ 2008).

As possibilidades terapéuticas dos raios-x e dos materiais capazes de emitir
radiacdo logo foram percebidas pelos cientistas. Em 1901 Becquerel esqueceu uma
ampola de radio em sua jaqueta, observando entdo, apdés algum tempo de
exposicao, uma reacao inflamatoria local logo atribuida ao radio. No mesmo ano em
Paris, apos o relato de Becquerel, um dermatologista fazia o primeiro uso clinico do
Radio para tratar Lupus cutaneo. Em 1903, Charles Leonard relatou o uso de raios-X
para tratamento paliativo de cancer de mama. Em 1922 num congresso internacional
de oncologia em Paris, Coutard e Hautant apresentou evidéncias de que era
possivel curar cancer de laringe com raios-x, sem sequelas “desastrosas” (PEREZ
2008).

1.4. RADIOTERAPIA

Radioterapia € uma disciplina da medicina humana que se preocupa com a
geracao, conservacao e a disseminacdo do conhecimento a respeito das causas, da
prevencao e do tratamento do cancer e algumas patologias benignas, envolvendo o
conhecimento especifico do uso terapéutico das radiacfes ionizantes. Como uma
disciplina que existe da combinacdo da fisica com a biologia, a radioterapia se
preocupa em investigar os principios fundamentais da biologia do cancer, a
interacao biolégica entre a radiacdo e o tecido normal e o cancer e a base fisica do
uso terapéutico das radiacdes ionizantes (PEREZ 2008).

O objetivo do tratamento é entregar uma determinada dose de radiacdo para

volume alvo definido, com o minimo dano possivel ao tecido sadio ao redor deste
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volume, resultando na erradicacdo do tumor, uma melhor qualidade de vida e maior
sobrevida dos pacientes. Também pode ser utilizada para paliagcdo ou prevencédo de
sintomas relacionados a doenca, como o alivio da dor, prevencdo de fraturas
0sseas, desobstrucdo vias aéreas ou gastrointestinais e hemostasia. Estima-se que
pouco mais de 50 % dos pacientes diagnosticados com cancer irdo necessitar de
radioterapia em algum momento de seu tratamento (DELANEY 2005).

As radiacOes ionizantes utilizadas na radioterapia podem ser classificadas em
corpusculares, como prétons ou elétrons, ou eletromagnéticas, como 0s raios-x ou
gama. Sado chamadas de corpusculares aquelas que possuem massa, penetrando
menos nos tecidos mas depositando mais energia por unidade de caminho
percorrido, a chamada transferéncia linear de energia (LET). As radiacdes
eletromagnéticas ionizam esparsamente percorrendo maior trajeto nos tecidos,
sendo consideradas de baixo LET. Quanto maior a energia das radiacdes, maior
sera sua capacidade de penetracéo nos tecidos (SEGRETO 2000).

Outro aspecto fisico que influencia no efeito biolégico é a taxa de dose, que &
a energia liberada pelo tempo. Quanto menor a taxa de dose menor a eficacia
radiobiolégica, pois aumenta a chance de reparo da lesdo radioinduzida.
Basicamente o efeito bioldégico depende da densidade de radiacdo no tempo (taxa
de dose) e no espaco (LET) (SEGRETO 2000).

1.4.1. PAPEL DA RADIOTERAPIA NA ONCOLOGIA

A radioterapia € a modalidade nédo cirirgica mais eficaz no combate ao
cancer. De acordo coma Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer, dos 10.9
milhdes de pessoas diagnosticadas com céancer no mundo, cerca de 50 %
necessitaram de radioterapia e 60 % destes sdo com intencdo curativa (BARNETT
2009).

No Brasil, a Portaria da Secretaria de Atencdo a Saude e Ministério da Saude
namero 741 de 2005 (SAS/MS 741/2005) prevé que para cada 1000 pacientes com
cancer, 600 vao precisar de radioterapia. Ela é necessaria de forma estratégica no
tratamento dos tumores malignos mais prevalentes na populacéo brasileira, ou seja,
no cancer de prostata e pulmdo nos homens e no de mama e colo uterino, nas

mulheres.
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1.5. RADIOBIOLOGIA

Radiobiologia € a area da ciéncia que estuda os efeitos biologicos das
radiacdes ionizantes. O principal resultado desses efeitos é o dano ao DNA, que
pode ser causado diretamente pela ionizacdo da molécula do DNA ou indiretamente
pela formacgéo de radicais livres, principalmente pela ionizacdo da agua e formacao
da hidroxila (SEGRETO, 2000).

A radiacdo ionizante altera a estrutura do DNA produzindo lesdes especificas
como dano nas bases, quebra simples de uma fita, quebra da dupla fita do DNA ou
uma complexa combinagéo entre elas, levando ao retardo no ciclo celular e caso
nao haja o reparo, a apoptose. A dose de 1 Gy pode produzir mais de 2000 dano em
bases, 1000 quebras simples de uma fita, 40 quebras da dupla fita e 30 ligacdes
cruzadas. A quebra da dupla fita € o dano mais letal induzido pela radia¢éao ionizante
(BORCHIELLINI 2012).

As células normais sédo capazes de reparar as lesdes radioinduzidas ao DNA.
Considera-se que as células apresentam a mesma quantidade de quebras duplas
por Gray de radiacdo. O que diferencia a resposta ou a radiosensibilidade de
diferentes células € a sua capacidade de reparo.

Para cada tipo de lesdo radioinduzida havera um mecanismo de
reconhecimento e de reparo do DNA. (Figura 2).

O reparo da quebra da fita dupla inclui tanto mecanismos de recombinacao
homdéloga como ndo homologa. Primeiramente ocorre o reconhecimento do néo
pareamento do DNA (ATM ou ATR), seguido pelo retardo no ciclo celular (CHK1,
CHK2). A via de reparo por recombinacdo homologa restaura o DNA danificado
usando o cromossomo analogo como um espelho durante a fase S e G2 do ciclo
celular. Varias proteinas estdo envolvidas na sintese do DNA: familia RAD, NSB,
MRE11, XRCC2, XRCC3, RecQL, BRCA1 e BRCA2. A principal via de reparo da
guebra da fita dupla € a juncéo terminal ndo homéloga, onde ndo ha nova sintese do
DNA perdido e envolve proteinas diferentes da recombina¢do homdéloga como Ku70,
XRCC5, XRCC4, DNA-PK e LIG4. A resposta a quebra da dupla fita envolve entdo
uma complexa rede de transducao de sinais, retardo no ciclo celular e vias de reparo
(BORCHIELLINI 2012).

A proteina XRCC1 esta envolvida no reparo por excisdo de bases

(BER) (Thompson et al., 1989). O BER ¢é responsavel por identificar e remover
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danos no DNA, como bases oxidadas, desaminadas ou alquiladas, surgidos
espontaneamente na célula ou da exposicdo a agentes exdgenos como as
radiacdes ionizantes e a luz UV (Christmannet al., 2003).

No BER, a lesdo é removida por uma enzima DNA glicosilase especifica,
criando um sitio apurico ou apirimidico (sitio AP). Este é reconhecido por uma
enzima chamada endonuclease AP que aliada a uma fosfodiasterase, exisam 0s
grupos acucar-fosfato remanescentes; logo apés a DNA polimerase-3 (com ajuda de
outras proteinas incluindo XRCC1) adiciona um novo nucleotideo a extremidade 3’-
OH; finalmente, o complexo DNA ligase Illa/XRCC1 sela a nova ligagéo (Figura 4)
(Bremé& Hall, 2005).

A lesédo no DNA que nao é reparada de forma adequada pode levar a morte
celular, impedir a divisdo celular ou levar a mutacdes, delecbes e translocacbes

permanentes no DNA.
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Figura 2 — Mecanismo de reconhecimento e de reparo do DNA ap6s uma leséo
radioinduzida. (BORCHIELLINI 2012).
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1.6. TOXICIDADE E EFICACIA TERAPEUTICA

Com o inicio do uso clinico das radia¢gbes ionizantes para tratamento das
neoplasias malignas, logo se observou reagdes adversas no tecido normal contido
no volume irradiado. O primeiro 6rgdo a manifestar esses efeitos adversos foi a pele,
devido a baixa energia dos primeiros equipamentos de radioterapia, sendo a
descamacdo Umida a mais frequente. Paterson foi o primeiro a correlacionar a dose
empregada e a toxicidade observada na pele (PATERSON 1936). O avango
tecnologico da radioterapia e o melhor entendimento da radiobiologia resultaram
numa melhor compreensédo da relagdo entre a dose empregada para o controle
tumoral e a probabilidade de complicacao do tecido normal.

No inicio da década de 50 com o advento dos aparelhos de megavoltagem, a
pele deixou de ser o principal sitio de toxicidade nos tratamentos. O uso de campos
paralelos e opostos, apesar de homogeneizar a dose no volume alvo de tratamento,
fez com o que os 6rgdos mais profundos parcialmente recebessem a dose de
tratamento. Mais tarde o uso da tomografia computadorizada nos planejamentos dos
tratamentos permitiu direcionar melhor os campos de radioterapia para o volume
alvo, utilizando-se de novas configuracdes de entrada, mas acima de tudo, permitiu
a visualizacdo da dose de maneira tridimensional no alvo de tratamento e nos
tecidos sadios proximos ao tumor. (BENTZEN 2010).

A importancia de se preservar o tecido normal foi logo reconhecida na
radioterapia e diferentes esquemas de fracionamento e de dose total foram
desenvolvidos. Strandqgvist foi um dos primeiros a tentar correlacionar varios
esquemas de tempo/dose com resultados clinicos revisando 280 casos de cancer de
pele e labio. Ele observou que algumas relacdes de tempo/dose curavam a doenca,
mas produziam graves reacfes tardias enquanto outros esquemas de tratamento
nao causavam toxicidade, mas também néo tratavam a doenca. O resultado deste e
de outros estudos de curva de isoefeito foi o estabelecimento de esquemas de
tratamento que ndo excedam a tolerancia dos tecidos normais mas permitam uma
alta probabilidade de cura (SEGRETO 2000).

Na década de 80/90, com o inicio do uso do planejamento computadorizado e
da analise das doses que atingiam parcialmente os 6rgdos normais através da

analise do histograma dose volume (DVH), tornou-se extremamente necessario o
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melhor entendimento sobre a probabilidade de complicagbes do tecido normal
(NTCP, Normal Tissue Complication Probability). Em 1991, Emami entdo publicou o
consenso de uma forca tarefa criada para elucidar melhor essa questao. O resultado
foi a relacdo entre dose e volume do 6rgdo normal atingido de acordo com 3
categorias (1/3, 2/3 e todo 6rgdo) e a probabilidade de aparecimento de
complicacdes no 6rgdo de risco em 5 anos (EMAMI 1991). Assim ficou estabelecida
a dose de tolerancia (DT) para cada 6rgéo, de acordo com o volume irradiado, e a
probabilidade de aparecimento de complicagées em 5 anos. O acumulo de dados da
era 3D-conformada levou a necessidade de revisdo do modelo de NTCP proposto
por Emami. A andlise quantitativa dos efeitos no tecido normal na clinica
(QUANTEC) foi publicada em 2010 e hoje serve como parametro para avaliacao da
probabilidade de complicacdo do tecido normal, mesmo com as novas técnicas de
radioterapia como IMRT e terapia com prétons, que levam a uma distribuicéo
heterogénea da dose no tecido normal (BENTZEN 2010).

O controle tumoral com a radiacdo é um evento probabilistico. Para cada
incremento na dose, uma certa fracdo de células serd morta e o numero total de
células que sobrevivem sera proporcional a quantidade inicial e a fracdo morta com
cada dose. Assim a dose empregada estara relacionada a extensédo da lesdo bem
como a sensibilidade do tecido envolvido a radiacdo (BENTZEN 2010).

As definicbes de probabilidade de controle tumoral e probabilidade de
complicagbes no tecido normal implicam na existéncia de uma dose O6tima de
radioterapia que seria capaz de produzir um controle tumoral maximo com uma
minima (ou pelo menos aceitavel) frequéncia de complicacbes (PEREZ 2008).

Cronologicamente os efeitos adversos da radioterapia sdo classificados em
agudos, inicio até 3 meses do tratamento, e tardios, com inicio a partir dos 3 meses
em diante. Os principais moduladores dos efeitos das radiacfes sdo a dose total de
radiacdo e a fracdo utilizada, a duracdo total do tratamento, o intervalo entre as
fracOes, a taxa de dose, o tipo especifico do 6rgéo irradiado e o volume irradiado.
N&o ha correlacdo descrita entre a incidéncia e gravidade de toxicidade aguda e o
aparecimento de toxicidade tardia. Os efeitos adversos tardios podem ser
irreversiveis e sao eles que limitam a dose de radioterapia em regimes com intencéo
curativa (BARNETT 2009).



26

Utilizamos os Critérios de Terminologia Comum para Eventos Adversos

versao 4.0 para avaliagéo das toxicidades dos pacientes avaliados conforme Tabela
3 (CTCAEV4.0).

Tabela 3 — Toxicidades avaliadas de acordo com CTCAEv4.0

Toxicidade Grau
Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Grau 5
Diarréia Aumento <4 4-6 vezes por dia >7 vezes pordia  Risco a vida Morte
vezes por necessitando
dia intervengdo
urgente
Dermatite Eritema Eritema moderado; Descamagao Necrose ou Morte
por leve ou descamagdo Umida Umida; ulceragdo de
radiagao descamagdo em areas de pregas sangramentoao toda derme
seca cutaneas trauma leve
Ndauseas Perda de Diminui¢do da Ingestdo caldrica
apetite sem ingesta oral sem ou hidrica
reducdoda  perda de peso insatisfatoéria
alimentacdo importante necessitando = ----memememeem e
sonda ou
hospitalizacao
Vomitos 1-2 3-5 episddios por >6 episddios por  Risco a vida Morte
episddios dia dia necessitando necessitando
por dia sonda ou intervengao
hospitalizacao urgente
1.7. FARMACOGENETICA

A farmacogenética por definicdo refere-se ao estudo das diferencas
genéticas em vias metabdlicas que podem afetar as repostas de um individuo a
drogas em termos de efeitos terapéuticos e adversos (Klotz, 2007). Diversos fatores
tais como: sexo, idade, etnia, fumo, etilismo e variacdes genéticas podem influenciar
na resposta de um paciente ao medicamento (Evans & Johnson, 2001; Sadeeé& Dai,
2005). Assim a farmacogenética busca estudar como as diferencas genéticas
influenciam na resposta a agentes farmacologicos (Meyer, 2004). A abordagem
tradicional da farmacogenética baseia-se em estudar polimorfismos na sequéncia de

DNA de genes que, provavelmente, afetam a resposta aos medicamentos.
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Portanto o objetivo dos estudos farmacogenéticos € buscar uma terapia
individualizada que possa maximizar a eficacia dos medicamentos e minimizar os
efeitos adversos associados aos farmacos (Weinshilboum& Wang 2004).

A populacdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, em
consequéncia de cinco séculos de miscigenacdo entre trés grupos geogréficos
ancestrais: os amerindios, 0s europeus e 0s africanos.

Essa heterogeneidade tem implicagbes importantes no desenho e
interpretacdo de ensaios clinicos farmacogenéticos, na implementacdo dos
principios de farmacogenética/farmacogenémica (FGx), nha prescricdo de
medicamentos e, ainda, em relacdo a extrapolacdo de dados farmacogenéticos
obtidos de outras populacoes.

O paradigma populacional em FGx se baseia na observacdo de que a
frequéncia de inumeros polimorfismos em “farmacogenes” varia amplamente entre
as populacdes (Suarez-Kurtz, 2007). Desta forma, investigacfes farmacogenéticas
em diferentes grupos humanos podem identificar populacbes que podem se
beneficiar de mais de um farmaco, ou identificar efeitos adversos que nao séo vistos

em outras populacdes (Suarez-Kurtz, 2005).

1.7.1. FARMACOGENETICA APLICADA AO CANCER

A aplicacao da farmacogenética na area oncologica € um processo complexo,
por que envolve o dificil manejo clinico da quimioterapia aplicada a dois genomas: 0
do individuo (representado por mutacdes germinativas) e o do tumor (representado
por mutacbes somaticas) este Ultimo apresenta um papel critico na resposta
antineoplasica (Reis, 2006; Wang et al., 2011).

A busca por novas estratégias terapéuticas, menos toxicas e invasivas,
evidencia a interface entre a pesquisa e o atendimento clinico. Essa procura é uma
tendéncia global da farmacogenética, que associa o desenvolvimento de esquemas
terapéuticos ao perfil genético dos pacientes.

O advento de novos esquemas terapéuticos com agentes quimicos de nova
geracdo oferece nova esperanca para melhorar os resultados de tratamento entre
pacientes. De forma convergente, os rapidos avangos no campo da gendmica

funcional tém permitido estabelecer novas estratégias de quimioterapia, que
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permitem a escolha do farmaco ideal, na dose adequada, para cada individuo,
tomando por base os perfis moleculares do paciente (tanto de células normais como
de células tumorais, dependendo do caso), o que se descreve comumente como a
medicina personalizada (Nishiyamaet al., 2009). Nos Ultimos anos muito se tem
investigado sobre causas de respostas individuais diferenciadas em relacdo ao
tratamento quimioterapico. Hoje é possivel identificar avancos significativos no
conhecimento das interagdes entre polimorfismos presentes em determinados genes
e a resposta individual ao tratamento com drogas especificas. Este € o caso dos
polimorfismos do gene personalizado (com farmaco adequado em dose exata) que
pode melhorarcondicdo clinica e sobrevida do paciente, que seja eficiente em
termos de maxima resposta e minima toxicidade (Lohet al., 2011).

E comum que pacientes que recebem quimioterapia apresentem reacoes
adversas a medicamentos (ADRs). Nos Estados Unidos, as ADRs classificam-se
entre a 42 e 62 causa de morte (Liou et al., 2007). Muitas vezes as ADRs resultam
em risco de vida ou incapacidade significativa que exige internacdo ou
prolongamento da estadia hospitalar existente, o0 que acaba por aumentar 0s gastos
com saude.

Atualmente esta disponivel uma grande variedade de farmacos que e podem
contribuir para o aprimoramento da terapia oncolégica e que tem aproveitamento
clinico diferenciado em relacdo a presenca de polimorfismos genéticos conhecidos.
Para esses medicamentos a FDA (Food and Drug Administration) recomenda a
utilizacéo de testes farmacogenéticos especificos capazes de predizer a resposta do
paciente ao medicamento (Wang et al., 2011). Esta € uma tentativa de maximizar a
eficacia terapéutica e evitar efeitos toxicos decorrentes da terapia.

A utilizacdo da tecnologia gendmicas GWAS para estudos de
farmacogenética do cancer gastrico e retal pode auxiliar na identificacdo de
marcadores moleculares Unicos para nossa populacao brasileira que sejam capazes
de predizer resposta ao tratamento e, desta forma, tornar a medicina personalizada.
A utilizacdo destes marcadores pode maximizar a resposta terapéutica e minimizar
as toxicidades relacionadas ao farmaco, desta forma, diminuem custos com
hospitalizagdes, tratamentos ineficazes e mortalidade relacionada as reacdes
adversas decorrentes da terapia (Fernandez-Rozadillaet al., 2012; Heathermet al.,
2013; Wheeleret al., 2013; Savonarolaet al., 2012; Sohet al., 2011; Kiyotaniet al.,
2012; Tzvetkovet al., 2012; Carpi et al., 2011; Freedmanet al., 2010; Savas, 2010).
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1.7.2. FARMACOGENETICA APLICADA A RADIOTERAPIA

E conhecido que a radioterapia apresenta uma variacdo interindividual na
eficacia ao tratamento dos pacientes neoplasicos (DELANEY et al., 2005). Estas
variagbes na resposta tumoral ao tratamento radioterapico sdo decorrentes de
fatores que podem ser extrinsecos (como por exemplo, 0 microambiente tumoral e
hipoxia) e fatores intrinsecos (como capacidade de reparo do DNA em quebras de
fita dupla, mutacBes somaticas ou polimorfismos germinativos) (PARLIAMENT;
MURRAY, 2010).

Neste contexto, a farmacogenética caracteriza-se por investigar a correlacao
entre as variantes genéticas, e a resposta que o individuo apresenta a terapéutica
(WEINSHILBOUM; WANG, (2006), sabendo que o conhecimento dessa relagéao
pode auxiliar a otimizacdo do tratamento oncoldgico ressalta-se a sua importancia
(HUANG; RATAIN, 2009).

Os polimorfismos genéticos sdo o principal alvo de estudo da
farmacogenética, pois estas variagbes podem potencialmente alterar a expresséo
génica elou a funcdo das proteinas codificadas e assim influenciar a resposta do
paciente ao tratamento (BROOKES, 1999; WEINSHILBOUM; WANG, 2006).

Varios estudos tém apontado que as variantes genéticas realmente tém
influéncia na variabilidade individual na resposta ao tratamento radioterapico ao
cancer (PARLIAMENT; MURRAY, 2010; HORGAN et al, 2011). Assim, ha vérias
investigacfes que tem buscado encontrar marcadores moleculares para verificar
eficacia e toxicidade a radioterapia (BORCHIELLINI et al., 2012).

Os genes de reparo sdo amplamente estudados nesse campo de pesquisa,
visto que sdo componentes importantes no mecanismo que induz a célula a morte
no tratamento com radioterapia. Estudos envolvendo o XRCC1 sugerem que SNP’s
(Single Nucleotide Polymorphism) nesse gene podem estar associados a uma
melhor resposta tumoral a radioterapia (SAKANO et al., 2006; YOON et al., 2005).
Outros polimorfismos foram estudados também em genes de reparo como XRCC3,
XRCC2, ERCC1, ERCC2, XPA e foram demonstradas associacfes com resposta ao
tratamento radioterapico (LI et al., 2006; ZARATE et al., 2006; CARLES et al., 2006;
WU et al., 2006). Reforgcando assim que SNP’s sao possiveis marcadores preditivos
de resposta a este tratamento (PARLIAMENT; MURRAY, 2010).
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1.8. GENE XRCC1

O gene XRCC1 humano (do inglés X-ray repair cross-complementing groupl)
esta localizado no cromossomo 19q13.2 (figura 3), € composto de 17 éxons e
codifica a proteina nuclear XRCC1, que € composta de 633 aminoéacidos (Hunget al.,
2005).
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Figura 3: Localizagdo cromossdmica do gene XRCC1 (GeneCards, 2012).

Os genes da familia XRCC sao importantes componentes de varias vias do
reparo do DNA (Thacker&Zdzienicka, 2003). Os sistemas de reparo de DNA
exercem um papel essencial na protecdo do genoma contra danos causados por
agentes carcinogénicos sendo, portanto, imprescindiveis na preservacao da
estabilidade genbmica. (Thacker&Zdzienicka, 2003; SMITH et al.,, 2008).
Atualmente, sabe-se que mais de uma centena de proteinas envolvidas em
mecanismos de reparo estdo presentes nas células humanas, monitorando e
corrigindo nucleotideos danificados (Lopez- Cima et al., 2007).

A proteina XRCC1 esta envolvida no reparo por excisdo de bases (BER)
(Thompson et al., 1989). O BER é responsavel por identificar e remover danos no
DNA, como bases oxidadas, desaminadas ou alquiladas, surgidos espontaneamente
na célula ou da exposicédo a agentes exdégenos como as radiacdes ionizantes e a luz
UV (Christmannet al., 2003).

No BER, a lesdo € removida por uma enzima DNA glicosilase especifica,
criando um sitio apuarico ou apirimidico (sitio AP). Este é reconhecido por uma
enzima chamada endonuclease AP que aliada a uma fosfodiasterase, exisam 0s
grupos acucar-fosfato remanescentes; logo apds a DNA polimerase-3 (com ajuda de
outras proteinas incluindo XRCC1) adiciona um novo nucleotideo a extremidade 3’-
OH; finalmente, o complexo DNA ligase Illa/XRCC1 sela a nova ligacdo (Figura 4)
(Bremé& Hall, 2005).
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DNAJigase

Figura 4. Mecanismo de reparo por excisdo de bases (BER) (Snustad&Simmons, 2008).

Aparentemente, a proteina XRCC1 ndo desempenha uma funcéo enzimatica,
porém atua como proteina suporte, ligando-se e interagindo com varias outras
enzimas participantes do BER, como a DNA ligase lll, a DNA polimerase 8 e a APE,
e parece contribuir para a eficiéncia do processo, bem como para a estabilidade
genbmica apds a ocorréncia da lesédo (Saadat e Ansari-Lari, 2008; Smith et al., 2008;
Brem& Hall, 2005). Essa proteina apresenta trés dominios funcionais: um dominio
de ligacdo a DNA N-terminal (ligacdo especifica com quebras de fita simples de
DNA) e os dominios BRCT-I central e BRCT- Il Cterminal (Hortonet al., 2008). A
Figura 5 indica os dominios funcionais da XRCC1 e as regifes de interagcbes com

outras proteinas.
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Figura 5: Dominios da proteina XRCC1 e suas interacdes com outras proteinas. NTD:
dominio N-terminal; NLS: sinal de localizagdo nuclear; Pol B: DNA polimerase ; PNK:
polinucleotideoquinase; Lig3a: DNA ligase 3a (Caldecott, 2003).

Desta forma, a proteina XRCC1 atua como facilitadora e coordenadora do
processo de reparo por excisdo de base, sendo imprescindivel na formacédo do
complexo com as demais proteinas (Caldecott, 2003; Jelonek, 2010).

Sugere-se que polimorfismos no gene XRCC1, que causam mudancas de
aminoacidos, possam impedir a interacdo de XRCC1 com outras proteinas
enzimaticas e consequentemente alterar a atividade do sistema de reparo de DNA
por BER (Saadat; Ansari-Lari, 2008).

Encontram-se amplamente descritos trés polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) para o gene XRCC1 que resultam em alteracdes de aminoacidos: o primeiro,
uma transicdo de C para T no codon 194 do éxon 6 resulta em substituicdo de um
residuo de Arginina por um de Triptofano (Arg194Trp — rs1799782), o segundo é
uma transicdo de G por A no codon 280 do éxon 9 que resulta em substituicdo de
um residuo de Arginina por um de Histidina (Arg280His — rs25489) e o terceiro, uma
transicdo de G para A no cédon 399 do éxon 10, resulta em substituicdo de um
residuo de Arginina por um de Glutamina (Arg399GiIn, rs25487). Os polimorfismos
Argl94Trp e Arg399GIn sdo os mais frequentemente observados (Saadat e Ansari-
Lari, 2008; Wang et al., 2008; Chackoet al., 2005; Shenet al., 2005).

O SNP Arg194Trp (C194T) ocorre na posicao 26304, referente ao exon 6, do
gene XRCC1 resultando em alteracdo do produto proteico no cdédon 194. Esse
codon se encontra na regido intermediéria que separa o dominio de ligacdo da DNA
polimerase  do dominio de ligacdo da PARP (dominio BRCT-I), sendo esta regiéo

parte do sitio de interacdo com a endonuclease APEL. A habilidade da XRCC1 em
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interagir com a APE1 pode estar alterada na presenca do polimorfismo, o que pode
influenciar na eficiéncia do reparo por via BER (Mateucaet al., 2005).

Um polimorfismo de insercdo/delecdo de 4 pb (GGCC) em XRCC1l
(rs3213239) ainda néo foi associado positivamente ao desenvolvimento de cancer.
Apesar de ainda nao ter sido associado a carcinogénese, rs3213239 ja foi
relacionado a toxicidades nao hematoldgicas em pacientes de CCR tratados com
FOLFOX4 na Itélia (Cecchin et al., 2013). Esse polimorfismo esta localizado na
regiao 5’UTR do gene e, portanto, pode afetar a atividade da proteina. Dessa forma,
rs3213239 é potencialmente importante para a carcinogénese, o que € ainda mais
relevante devido a frequéncia do menor alelo (delecdo) igual a 30%, segundo o
banco de dados 1000 Genomes (The 1000 Genomes Project Consortium;

http://browser.1000genomes.org/index.html).

Atualmente varios esfor¢os estdo sendo feitos para identificar biomarcadores
capazes de prever a resposta a radioquimioterapia, com o objetivo de obter a melhor
resposta com a menor taxa de complicacdes. Apesar da literatura ser mais vasta
para marcadores ligados a quimioterapia, principalmente na resposta ao 5-FU,
proteinas ligadas ao reparo da lesdo radioinduzida veem sendo estudadas na
tentativa de se correlacionar polimorfismos destes genes com a resposta a
radioquimioterapia. Uma das principais proteinas estudadas hoje no cancer de reto é
a XRCCL1 (x-ray repair cross complementing protein 1) relacionada com o reparo da
lesdo da fita inica do DNA. Para cada tipo de dano causado ao DNA havera uma via
de reparo especifica com genes especificos envolvidos. O XRCC1 tem um
importante papel na via de reparo por excisdo de base, onde funciona como
facilitador e coordenador através da interacdo com DNA polimerases e DNA ligase
Il (GRIMMINGER 2010).

Os dados disponiveis hoje a respeito da correlacdo entre polimorfismos no
gene XRCC-1 e a resposta clinica a radioquimioterapia ainda sédo conflitantes.
Temos ainda menos dados na literatura sobre a correlacdo entre os polimorfismos e
toxicidade do tratamento (BORCHILLINI 2012).


http://browser.1000genomes.org/index.html
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2. JUSTIFICATIVA E APLICABILIDADE

N&do ha dados sobre as frequéncias das variantes polimérficas no gene
XRCC1 ou sobre toxicidade a radio e quimioterapia em pacientes oncolégicos do
Norte do Brasil. Também n&o existem dados correlacionando toxicidade a radio e
quimioterapia e polimorfismos do XRCC1 no estado do Para. Os resultados desta
pesquisa, ao relatar dados clinicos locais e possiveis diferencas interindividuais na
tolerabilidade ao tratamento do cancer de estdmago e reto, podem contribuir no
desenho de estudos clinicos influenciando na dose de radioterapia, futuramente, no
manejo terapéutico individualizado, melhorando a efichAcia e mitigando as

toxicidades.
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3. OBJETIVOS
3.1.OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade em pacientes com cancer de estdbmago e reto submetidos
ao tratamento com radioterapia e relacionar sua ocorréncia com 2 polimorfismos
especificos do gene XRCC1, C194T (rs1799782) e um do tipo INDEL 4 pb GGCC
(rs3213239).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever a frequéncia de toxicidade e seus graus em pacientes com cancer de
estdbmago e reto tratados com radioquimioterapia em Belém/PA.

b) Investigar a ocorréncia de 2 polimorfismos especificos do gene XRCC1, C194T
(rs1799782) e um do tipo INDEL 4 pb GGCC (rs3213239), que possam ser utilizados
como preditivos de toxicidade ao tratamento com radioterapia.

c) Comparar os genétipos dos pacientes tratados com radioquimioterapia que
apresentaram toxicidade ao tratamento com o grupo de pacientes que nao
apresentou e avaliar se estes polimorfismos podem ser preditivos de toxicidade.

d) Avaliar diferenca nas ocorréncias de alelos polimérficos entre os grupos étnicos

delimitados pelos marcadores de ancestralidade.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. POPULACAO ESTUDADA E DESENHO

Realizou-se um estudo transversal com avaliacdo de dados clinicos e
epidemiologicos dos individuos incluidos e investigacdo da ocorréncia de 2
polimorfismos no gene XRCCL1.

Os pacientes foram recrutados em dois Servicos de Referéncia em Oncologia
em Belém do Pard, que sdo o Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto e
Hospital Ophir Loyola. Foram utilizados os seguintes critérios para inclusdo e

exclusao:
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4.2. CRITERIOS DE INCLUSAO

e |dade maior ou igual a 18 anos;

e Diagnostico anatomopatolégico de adenocarcinoma gastrico e adenocarcinoma
retal;

e Tratamento radioquimioterapico baseado em fluorpirimidina (5-FU ou
capecitabina) ou combinacéo baseada em fluorpirimidina com radioterapia tanto
neoadjuvante como adjuvante;

e Dose de radioterapia para adjuvancia neoplasia gastrica de 45 Gy e para
neoplasia de reto de 50,4 Gy, ambos com fracionamento de 1.8 Gy/dia.

e Tratamento realizado nas duas unidades de saude referéncia em Oncologia de
Belém/PA (HUJBB e HOL).

4.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Pacientes submetidos a radioterapia prévia.

4.4. EXTRACAO DE DNA

Todos os sujeitos participantes foram esclarecidos acerca dos objetivos da
pesquisa. Apés a assinatura do TCLE, foi coletada uma amostra de sangue venoso
(5 ml) periférico em tubo EDTA para as analises genéticas.

O material genético foi extraido a partir do sangue total pelo método
convencional com fenol-cloroformio e precipitacdo com etanol, conforme descrito por
Sambrook et al.(1989).

45. GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS E ANALISE DA
ANCESTRALIDADE

Foram investigados dois polimorfismos do gene XRCC1. A analise molecular

do polimorfismo C194T foi realizada por PCR em tempo real com sondas TagMan®
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(Applied Biosystems®, Foster City, Califérnia, EUA) utilizado o equipamento 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). O protocolo utilizou 3.5 pL de Master
Mix, 0.157 pL de sonda TagMan, 3.325 uL de agua e 1.0 pL de DNA. O mix final foi
amplificado com o seguinte programa: 10" a 95°C, 40 ciclos de 15" a 92°C, e 1" a
60°C.

A amplificacdo do DNA do polimorfismo INDEL foi realizada em um
termociclador ABI Verity (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O sistema de
genotipagem por PCR utilizou o kit QIAGEN Multiplex PCR (QIAGEN, Germany): 5.0
pML de QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, 1.0 yL de Q-solution, 1.0 yL de Mix dos
primers, 2.0 yuL de agua, e 1.0 yL de DNA. As amostras foram incubadas a 95°C por
15', seguindo de 35 ciclos de 94°C por 45", 60°C por 90" e 72°C por 1, com a
extensdo final de 70°C por 30'. Para analise de eletroforese capilar (andlise de
fragmento), 1.0 pL do produto da PCR foi adicionado a 8.5 pL de formamida
deionizada HI-DI (Applied Biosystems, Foster City, CA) e 0.5 yL de GeneScan 500
LIZ tamanho padréo (Applied Biosystems, CA, USA). Os fragmentos de DNA foram
separados utilizando-se o analisador genético ABI PRISM 3130 (Applied
Biosystems, CA, USA) e analisados com o programa GeneMapper ID v.3.2 (Applied
Biosystems, CA, USA).

Empregou-se um painel de 48 Marcadores Informativos de Ancestralidade
(IAMs) como método de controle gendmico da ancestralidade para determinar com
precisdo o papel de polimorfismos nos genes candidatos em populacdes
miscigenadas da regido Norte do Brasil de acordo com Santos et al (2010). Os
polimorfismos do tipo INDEL foram genotipados utilizando um PCR do tipo multiplex
gue permitiu a analise dos mesmos em uma Unica rea¢cdo com o0 sequenciador ABI
Prism e o software GeneMapper ID v 3.2. As propor¢cdes individuais de
ancestralidade genética de europeus, africanos e amerindios foram estimadas
usando o software STRUCTURE V2.3.3.

4.6. CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS
Dados sobre historia clinica da doenca, seus habitos, idade, antecedentes, ou

qualquer outro fator que possa influir no resultado da pesquisa, foram levantados

nos prontuarios dos pacientes.
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4.7. AVALIACAO DE TOXICIDADE

A avaliacdo de toxicidade foi recuperada de dados dos prontuarios dos
pacientes utilizando-se, quando possivel, os Critérios de Terminologia Comum para
Eventos Adversos versao 4.0 (CTCAEv4.0). Dado o carater retrospectivo de
avaliacdo de toxicidade, em que toxicidades leves podem ser ocultadas, dividimos
0S grupos quanto a ocorréncia ou nao de toxicidades (qualquer grau) e a ocorréncia

ou ndo de toxicidades graves (grau 3 ou 4).

4.8. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Office Excel
2010® e analisados, utilizando-se o programa Structure v.22, para estimar a
proporcao individual e global de ancestralidade dos pacientes e o programa SPSS
20.0 (SPSS Ins. Chicago, IL, USA) foi empregado nas analises para correlacionar
toxicidade, caracteristicas clinico-epidemiolégicas e 0s marcadores genéticos
investigados. Comparacfes de grupos para as variaveis categoricas foram testadas
dois a dois pelo teste Qui-quadrado de Pearson, enquanto que o teste t de Student
foi utilizado para a analise de variaveis continuas. Para a comparacéo do indice de
ancestralidade entre as amostras foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Odds ratio
(OR) e intervalos de confianca (IC = 95 %) também foram calculados. Todos os
testes estatisticos foram baseados em uma probabilidade bicaudal e um p valor

<0,05 foi considerado significante.
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5. RESULTADOS

5.1 Descri¢do da Casuistica

Foram incluidos no estudo 49 pacientes tratados com radio e quimioterapia no
Hospital Ophir Loyola e Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto entre fevereiro
de 2010 e marco de 2013. Houve predominancia do sexo masculino, com 61 % dos
pacientes avaliados (TABELA 3). A idade mediana encontrada foi de 55 anos e 71 %
dos pacientes se encontravam nos estadios Il e Ill de cancer de reto e estdmago. O
cancer de reto predominou com 55 % dos casos. A dose de radioterapia mediana
empregada foi de 45 Gy para os pacientes com neoplasia de estbmago e 50,4 Gy
para neoplasia de reto. Quanto a intencdo do tratamento, 62 % dos pacientes
receberam radioterapia adjuvante e 38 % neoadjuvante. Quimioterapia com base em
5-fluoracil foi empregada em todos os pacientes de forma concomitante ao

tratamento. (Tabela 3).

Tabela 4 — Caracteristicas clinico-epidemiol6gicas dos 49 pacientes estudados

Caracteristica Numero de pacientes n (%)
Género n=49

Masculino 30 (61,2)
Feminino 19 (38,8)

Idade mediana 55

Tumor primario n=49

Géstrico 22 (45)

Reto 27 (55)

. Estbmago Reto
Estadiamento n=22 n=27
I 1(4,5) 2(8)
Il 5(22,7) 5 (20)
I 13 (59) 12 (48)
Y 2(9 5 (20)
Tipo de tratamento n= 45
Adjuvante 28 (62)
Neo-adjuvante 17 (38)

Dose de radioterapia mediana n=49
Estbmago 45 Gy

Reto 50,4 Gy
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5.2 Frequéncia das Ancestralidades

As ancestralidades médias da casuistica foram 46,5 % europeia, 31 % nativo
americana e 22,5 % africana. (Tabela 4).

Tabela 5 — Descricdo da ancestralidade dos pacientes

Caracteristica Numero de pacientes n (%)
Ancestralidade média® n=49

Africana 0,225 (+0,130)
Europeia 0,465 (+0,167)
Nativo Americana 0,308 (+0,139)

Valores expressos como média (x=desvio padrao)

5.3 — Frequéncias e graus de toxicidade

A andlise dos dados revelou que 65 % dos pacientes apresentaram algum
tipo ou grau de toxicidade avaliada, chamada toxicidade total, mas somente 24,5 %
apresentaram algum tipo de toxicidade graus 3 ou 4 (tabela 5). A diarreia foi a
toxicidade mais encontrada, acometendo 51 % dos pacientes, mas somente 16%
dos pacientes apresentaram grau 3 ou 4. Radiodermite ocorreu em 14,3 % dos
pacientes, mas somente 3 pacientes (6%) apresentaram sua forma mais grave
(graus 3 ou 4). (Tabela 5)

Tabela 6 — Frequéncia das principais toxicidades segundo o grau de ocorréncia

Toxicidade Grau 1-4 Grau 3-4
n (%) n (%)
Total 31 (64,5) 12 (24,5)
Diarréia 25 (51) 8 (16,3)
Dermatite 7 (14,3) 3(6,1)

Emese 10 (20,5) 0
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Quando separamos a ocorréncia de toxicidades por sitio primario,
encontramos percentuais equivalentes entre 0s pacientes com céancer de reto e
estbmago, excetuando-se somente dermatite, encontrada exclusivamente nos

pacientes com cancer de reto (Tabelas 6 e 7).

Tabela 7 - Frequéncias de toxicidades pacientes com cancer de reto

Toxicidade Grau 1-4 Grau 3-4
n (%) n (%)
Total 18 (66,6) 5 (26)
Diarréia 14 (52) 2(7,4)
Dermatite 7 (26) 3(11)
Emese 4 (15) 0

Tabela 8 - Frequéncias de toxicidades nos pacientes com cancer de estbmago

Toxicidade Grau 1-4 Grau 3-4
n (%) n (%)
Total 13 (62) 7 (22,7)
Diarréia 11 (50) 7 (32)
Dermatite 0 (0) 0 (0)
Emese 6 (27) 0

N&do houve correlacdo significativa entre os grupos de ancestralidade e a
ocorréncia de toxicidade graus 3 e 4 (Tabela 8). Apesar do grupo nativo americano
apresentar uma ancestralidade média maior no grupo sem toxicidade graus 3 e 4,
nao foi significativo. Também ndo encontramos diferenca significativa entre os
grupos graus 3 e 4 de toxicidade e o sexo (p=0,74) e estadiamento (p=0,917). Nao
houve diferenca significativa entre os grupos de ancestralidade e a presenca do

alelo mutante no polimorfismo C194T e INDEL. (Tabelas 9 e 10).
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Tabela 9 — Dados demogréficos e clinicos dos pacientes que apresentaram toxicidade graus 3 e 4

Ancestralidade? Toxicidade Grau 3 ou 4 p values
Sim (N =12) N&o (N = 37)

Africana 0,24 +0,13 0,21 +0,13 0,422

Européia 0,48 +0,13 0,45 +0,17 0,515

Nativo Americana 0,26 +0,12 0,32 +0,14 0,227

Valores expressos como média (+=desvio padrdo) 2significancia determinada pelo teste de Mann-
Whitney

Tabela 10 — Dados de ancestralidade e presenca de algum alelo polimérfico C194T

Ancestralidade® Presenca alelo polimorfico p values
Sim (N =11) N&o (N = 38)

Africana 0,27 £0,17 0,21 +£0,11 0,375

Européia 0,38 +0,12 0,48 +0,17 0,072

Nativo Americana 0,34 +0,14 0,29 £0,13 0,363

Valores expressos como média (x=desvio padrao) 2significancia determinada pelo teste de Mann-
Whitney

Tabela 11 — Dados de ancestralidade e presenca de algum alelo mutante INDEL

Ancestralidade® Presenca alelo polimorfico p values
Sim (N = 25) N3o (N = 24)

Africana 0,22 +£0,10 0,22 £ 0,15 0,375

Européia 0,46 +0,14 0,46 +0,19 0,960

Nativo Americana 0,30 +0,13 0,31 +0,15 0,920

Valores expressos como média (+=desvio padréo) 2significancia determinada pelo teste de Mann-
Whitney
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5.4 — Relagéao entre ocorréncia de toxicidade e os polimorfismos estudados

A frequéncia encontrada dos polimorfismos C194T (rs1799782) e INDEL
(rs3213239) foi de 2,1% e 6,8%, respectivamente, para homozigotos mutantes. A
frequéncia de presenca de alelo mutante foi de 22,4 % para C194T (rs1799782) e de
51 % para INDEL (rs3213239). N&o houve correlacdo estatisticamente significativa
entre os dois polimorfismos e frequéncia de toxicidade aguda encontrada nos
pacientes (Tabelas 11 e 12).

TABELA 12 — Polimorfismo C194T e ocorréncia de toxicidades encontradas

Toxicidade Genoétipo
TT CcT CcC P

Geral* (grau 1-4) Ausente 1(6,25%) 3 (18,75%) 12 (75%) 0,371
(n=47) (n=16)

Presente O 6 (19,35%) 25 (80,64%)

(n=31)
Geral* (grau 3 e 4) Ausente 1(2,77%) 9 (25%) 26 (72,22%) 0,373
(n=48) (n=36)

Presente 0 1(8,33%) 11 (91,66%)

(n=12)
Nauseas Ausente O 7 (18,42%) 31(81,57%) 0,091
(n=48) (n=38)

Presente 1 (10%) 3 (30%) 6 (60%)

(n=10)
Dermatites Ausente 1(2,43%) 9(21,95%) 31(75,60%) 0,811
(n=48) (n=41)

Presente 0 1(14,28%) 6 (85,71%)

(n=7)
Diarréia Ausente 1 (4,34%) 6 (26,08%) 16 (69,56%) 0,369
(n=48) (n=23)

Presente 0 4 (16%) 21 (84%)

(n=25)

*Quaisquer das toxicidades avaliadas



TABELA 13 — Polimorfismo INDEL e ocorréncia de toxicidades encontradas

Toxicidade Genétipo
DEL/DEL DEL/INS INS/INS P

Geral* (grau 1-4) Ausente O 7 (43,75%) 9 (56,25%) 0,234
(n=44) (n=16)

Presente 3(10,71%) 15 (53,57%) 10 (35,71%)

(n=28)
Geral* (grau 3 e 4) Ausente 2 (6,25%) 15 (46,87%) 15(46,87%) 0,721
(n=44) (n=32)

Presente 1 (8,33%) 7 (58,33%) 4 (33,33%)

(n=12)
Ndauseas Ausente 3 (8,57%) 17 (48,57%) 15(42,85%) 0,655
(n=44) (n=35)

Presente 0 5 (55,55%) 4 (44,44%)

(n=9)
Dermatites Ausente 2 (5,26%) 19 (50%) 17 (44,73%) 0,564
(n=44) (n=38)

Presente 1 (16,66%) 3 (50%) 2 (33,33%)

(n=6)
Diarréia Ausente O 11 (52,38%) 10 (47,61%) 0,227
(n=44) (n=21)

Presente 3(13,04%) 11 (47,82%) 9(39,13%)

(n=23)

*Quaisquer das toxicidades avaliadas
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Quando relacionamos a ocorréncia de toxicidade a presenca do alelo

polimorfico, seja homozigoto ou heterozigoto, encontramos uma tendéncia para risco

duas vezes maior para ocorréncia de diarréia e radiodermite graus 3 e 4 para o

polimorfismo INDEL, mas sem significancia estatistica. (Tabelas 13 e 14).

A analise do haplétipo também nao revelou uma correlagéo significativa entre

a presenca dos alelos polimoérficos e a ocorréncia de toxicidade nos pacientes

avaliados (tabela 15).
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TABELA 14 - Polimorfismo C194T (alelos mutantes agrupados) e ocorréncia de toxicidades
encontradas

Toxicidade Genotipo
TTeCT CcC OR p

Geral* (grau 1-4) Ausente 4 (23,5%) 13(76,5%) 0,78 0,73
(n=48) (n=17)

Presente 6 (19,4%) 25(80,6%)

(n=31)
Diarréia (grau 1-4) Ausente 7 (29%) 17 (71%) 0,46 0,26
(n=49) (n=24)

Presente 4 (16%) 21 (84%)

(n = 25)
Diarréia (grau 3-4) Ausente 9 (22,5%) 31(77,5%) 0,98 0,98
(n=49) (n =40)

Presente  2(22%) 7(78%)

(n=9)
Dermatite (grau 1- Ausente 10 (24%) 32 (76%) 0,53 0,57
4) (n=42)
(n=49) Presente 1 (14%) 6 (86%)

(n=7)
Dermatite (grau 3- Ausente 11 (24%) 35(76%) 0,76 0,33
4) (n=46)
(n=49) Presente 0 3 (100%)

(n=3)

*Quaisquer das toxicidades avaliadas
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TABELA 15 — Polimorfismo INDEL (alelos mutantes agrupados) e ocorréncia de toxicidades
encontradas

Toxicidade Genotipo
DEL/DEL INS/INS OR p
DEL/INS

Geral* (grau 1-4) Ausente 7 (41%) 10(59%) 1,98 0,26
(n=48) (n=17)

Presente 18 (58%) 13(42%)

(n=31)
Diarréia (grau 1-4) Ausente 11 (46%) 13 (54%) 1,5 0,47
(n=49) (n=24)

Presente 14 (56%) 11 (44%)

(n=25)
Diarréia (grau 3-4) Ausente 19 (47%) 21(53%) 2,2 0,22
(n=49) (n =40)

Presente 6 (66%) 3 (33%)

(n=9)
Dermatite (grau 1- Ausente 21 (50%) 21 (50%) 1,33 0,72
4) (n=42)
(n=49) Presente 4 (57%) 3 (43%)

(n=7)
Dermatite (grau 3- Ausente 23 (50%) 23 (50%) 2 0,57
4) (n=46)
(n=49) Presente 2 (66 %) 1 (33%)

(n=3)

*Quaisquer das toxicidades avaliadas



Tabela 16 — Haplotipo e ocorréncia de toxicidades encontradas

Toxicidade Genétipo
Haplotipol * Hapldtipo2*  Hapldétipo3* p

Geral (grau 1-4) Ausente 7 (41%) 9 (53%) 1(6%) 0,78
(n=47) (n=17)

Presente 10 (32%) 18 (58%) 3 (10%)

(n=31)
Geral (Grau 3 e 4) Ausente 13 (35%) 21 (56,5%) 3 (8,5%) 0,994
(n=49) (n=37)

Presente 4 (33,3%) 7 (58,3%) 1(0,83%)

(n=12)
Nauseas Ausente 15 (38,5%) 21 (54%) 3(7,5%) 0,55
(n=49) (n=39)

Presente 2 (20%) 7 (70%) 1(10%)

(n=10)
Dermatite Ausente 15 (35,7%) 23 (54,7%) 4(9,6%) 0,593
(n=49) (n=42)

Presente 2 (28,5) 5(71.5%) 0

(n=7)
Dermatite (grau 3 e 4) Ausente 16 (34,8%) 26 (56,5%) 4 (8,7%) 0,855
(n=49) (n=46)

Presente 1(33,3%) 2 (66,6%) 0

(n=3)
Diarréia Ausente 8(33,3%) 14 (58,3%) 2 (8,3%) 0,981
(n=49) (n=24)

Presente 9 (36%) 14 (56%) 2 (8%)

(n=25)
Diarréia (Grau 3 e 4) Ausente 14 (35%) 24 (60%) 2 (5%) 0,225
(n=49) (n=40)

Presente 3(33,3%) 4 (44,4%) 2(22,3%)

(n=9)

*Haplétipo 1= auséncia de polimorfismos
Haplétipo 2=presen¢a de um polimorfismo (pelo menos um alelo mutado)
Haplétipo 3=presenca de dois polimorfismos (presenga dos dois genétipos mutantes)
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5.5 — Relagdo entre ocorréncia de toxicidade e os polimorfismos estudados no
subgrupo de pacientes com cancer de reto

Realizamos a analise dos polimorfismos e sua relacdo com a toxicidade
apresentada para cada sitio primario separadamente. A andlise exclusiva dos
pacientes com neoplasia de reto revelou uma correlacdo entre o polimorfismo C194T
e a ocorréncia de nauseas, tanto quando analisado os genotipos separadamente
assim como quando juntamos os alelos mutantes versus selvagem, com valor de p
0,027 e 0,03, respectivamente (tabelas 16 e 17). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa para as analises do polimorfismo INDEL e do hapl6tipo
(tabelas 18, 19 e 20)

Tabela 17 — Polimorfismo C194T e ocorréncia de toxicidades nos pacientes com neoplasia de reto

Toxicidade Genoétipo
1T CT CC p

Geral (grau 1-4) Ausente 1 (11%) 1(11%) 7 (78%) 0,351
(n=27) (n=9)

Presente O 2 (11%) 16 (89%)

(n=18)
Geral (grau 3 e 4) Ausente 1 (5%) 3 (15%) 16 (80%) 0,44
(n=27) (n=20)

Presente 0 0 7 (100%)

(n=7)
Nauseas Ausente O 2 (8,7%) 21 (91,3%) 0,027
(n=27) (n=23)

Presente 1(25%) 1(25%) 2 (50%)

(n=4)
Dermatites Ausente 1 (5%) 2 (10%) 17 (75%) 0,801
(n=27) (n=20)

Presente 0 1(14,28%) 6 (85,71%)

(n=7)
Diarréia Ausente 1(7,7%) 2 (15,3%) 10 (77%) 0,43
(n=27) (n=13)

Presente O 1(7%) 13 (93%)

(n=14)
Diarréia (grau 3-4) Ausente 1 (4%) 3 (12%) 21 (84%) 0,95
(n=27) (n=25)

Presente 0 1 (50%) 1 (50%)

(n=2)




Tabela 18 — Polimorfismo C194T (alelos mutantes agrupados) e ocorréncia de toxicidade nos

pacientes com neoplasia de reto

Toxicidade Genotipo
TTeCT CcC OR P

Geral (grau 1-4) Ausente 2 (22%) 7 (78%) 0,43 0,44
(n=27) (n=9)

Presente 2 (11%) 16 (91%)

(n =18)
Geral (grau 3-4) Ausente 4 (20%) 16 (80%) 0,8 0,2
(n=27) (n=20)

Presente 0 7 (100%)

(n=7)
Diarréia (grau 1-4) Ausente 3 (23%) 10 (77%) 0,25 0,24
(n=27) (n=13)

Presente 1 (7%) 13 (93%)

(n=14)
Diarréia (grau 3-4) Ausente 4 (16%) 21(84%) - 0,73
(n=27) (n=25)

Presente 0 2(100%)

(n=2)
Dermatite (grau 1- Ausente 3 (15%) 17 (75%) 0,94 0,96
4) (n=20)
(n=27) Presente 1 (14%) 6 (86%)

(n=7)
Dermatite (grau 3- Ausente 4 (15%) 20 (75%) 0,28
4) (n=24)
(n=27) Presente 0 3 (100%)

(n=3)
Nauseas Ausente 2 (8,6%) 21(91,4%) 10,5 0,03
(n=27) (n=23)

Presente 2 (50%) 2 (50%)

(n=4)




Tabela 19 — Polimorfismo INDEL e ocorréncia de toxicidades nos pacientes com neoplasia de reto

Toxicidade Genétipo
Geral (grau 1-4) Ausente O 4 (50%) 4 (50%) 0,60
(n=23) (n=8)

Presente 1 (6,66%) 9 (60%) 5(33,33%)

(n=15)

Ndauseas Ausente 1 (5%) 11 (55%) 8 (40%) 0,88
(n=23) (n=20)

Presente 0 2 (66,66%) 1(33,33%)

(n=3)

Diarréia Ausente O 7 (64%) 4 (36%) 0,56
(n=23) (n=11)
Presente 1(8,3%) 6 (50%) 5(41,7%)

(n=12)
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Tabela 20 — Polimorfismo INDEL (alelos mutantes agrupados) e ocorréncia de toxicidades nos

pacientes com neoplasia de reto

Toxicidade Genatipo
DEL/DEL INS/INS OR P
INS/DEL

Geral (grau 1-4) Ausente 4 (44%) 5 (56%) 1,56 0,58
(n=27) (n=9)

Presente 10 (55,5%) 8 (44,5%)

(n =18)
Geral (grau 3-4) Ausente 10 (50%) 10 (50%) 1,33 0,75
(n=27) (n=20)

Presente 4 (57%) 3 (43%)

(n=7)
Diarréia (grau 1-4) Ausente 7 (54%) 6 (46%) 0,25 0,85
(n=27) (n=13)

Presente 7 (50%) 7 (50%)

(n=14)
Diarréia (grau 3-4) Ausente 13 (52%) 12(48%) 0,53
(n=27) (n=25)

Presente 1 (50%) 1(50%)

(n=2)
Dermatite (grau 1- Ausente 10 (50%) 10 (50%) 1,33 0,74
4) (n=20)
(n=27) Presente 4 (57%) 3 (43%)

(n=7)
Dermatite (grau 3- Ausente 12 (50%) 12 (50%) 0,82
4) (n=24)
(n=27) Presente 2 (66,6%) 1 (33,3%)

(n=3)
Nauseas Ausente 12 (8,6%) 11(91,4%) 0.91 0,93
(n=27) (n=23)

Presente 2 (50%) 2 (50%)

(n=4)




Tabela 21 — Hapl6tipo nos pacientes com neoplasia de reto e ocorréncia de toxicidades

Toxicidade

Genétipo

Geral (grau 1-4)
(n=27)

Geral (Grau 3 e 4)
(n=27)

Nauseas
(n=27)

Dermatite
(n=27)

Dermatite (grau 3 e 4)
(n=27)

Diarréia
(n=27)

Diarréia (Grau 3 e 4)
(n=27)

Ausente
(n=9)
Presente
(n=18)
Ausente
(n=20)
Presente
(n=7)
Ausente
(n=23)
Presente
(n=4)
Ausente
(n=20)
Presente
(n=7)
Ausente
(n=24)
Presente
(n=3)
Ausente
(n=13)
Presente
(n=14)
Ausente
(n=25)
Presente
(n=2)

Haplotipol*
3(33,33%)

6 (33,33%)
6 (30%)

3 (43%)

9 (39%)

0

13 (35,7%)
2(28,5)
8(33,3%)
1(33,3%)
3(23%)

6 (43%)

8 (32%)

1(50%)

Haplétipo2*  Haplétipo3*
6 (66,66%) 0

12 (66,66%) O

14 (70%) 0
4 (57%) 0
14 (61%) 0
4 (100%) 0

7 (54,7%) 0
5(71.5%) 0

14 (66,6%) 0

2 (66,6%) 0
10 (77%) 0
8 (57%) 0
17 (68%) 0
1(50%) 0

p
1,0

0,65

0,12

0,75

0,58

0,42

0,147

*Haplétipo 1= auséncia de polimorfismos
Haplétipo 2=presen¢a de um polimorfismo (pelo menos um alelo mutado)
Haplétipo 3=presenca de dois polimorfismos (presenga dos dois genétipos mutantes)
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5.6 — Relagédo entre ocorréncia de toxicidade e os polimorfismos estudados no
subgrupo de pacientes com cancer de estbmago

No subgrupo de pacientes com neoplasia gastrica ndo encontramos
correlacdo entre toxicidade e os polimorfismos estudados. Ndo houve casos de
pacientes com dermatite neste subgrupo. Também ndo houve pacientes com

genotipo mutante homozigoto para o polimorfismo C194T (TT).

Tabela 22 — Polimorfismo C194T (alelos mutantes agrupados) e ocorréncia de toxicidade nos

pacientes com neoplasia gastrica

Toxicidade Genotipo
TTeCT CcC OR P

Geral (grau 1-4) Ausente 2 (25%) 6 (75%) 1,33 1,0
(n=21) (n=8)

Presente 4 (31%) 9 (69%)

(n=13)
Geral (grau 3-4) Ausente 6 (35%) 11 (65%) 0,45 1,0
(n=22) (n=17)

Presente 1 (20%) 4 (80%)

(n=5)
Diarréia (grau 1-4) Ausente 4 (36%) 7 (64%) 0,65 0,64
(n=22) (n=11)

Presente 3 (27%) 8 (73%)

(n=11)
Diarréia (grau 3-4) Ausente 5 (33,3%) 10(66,6%) 0,77
(n=22) (n=15)

Presente 2 (29%) 5 (71%)

(n=7)
Dermatite (grau 1- Ausente 7 (32%) 15 (68%)
4) (n=22)
(n=22) Presente 0 0

(n=0)
Dermatite (grau 3- Ausente 7 (32%) 15 (68%)
4) (n=22)
(n=22) Presente O 0

(n=0)
Nauseas Ausente 5 (31%) 11(69%) 1,1 1,0
(n=22) (n=16)

Presente 2 (33,3%) 4 (66,6%)

(n=6)




Tabela 23 — Polimorfismo INDEL e ocorréncia de toxicidades nos pacientes com neoplasia gastrica

Toxicidade Genétipo
Geral (grau 1-4) Ausente O 3(37,5%) 5(62,5%) 0,38
(n=21) (n=8)

Presente 2 (15%) 6 (46%) 5(39%)

(n=13)

Nauseas Ausente 2 (13%) 6 (40%) 7 (47%) 0,63
(n=21) (n=15)

Presente 0 3 (50%) 3 (50%)

(n=6)

Diarréia Ausente O 4 (40%) 6 (60%) 0,29
(n=21) (n=10)
Presente 2 (18%) 5 (45%) 4 (37%)

(n=11)
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Tabela 24 — Polimorfismo INDEL (alelos mutantes agrupados) e ocorréncia de toxicidades nos
pacientes com neoplasia gastrica

Toxicidade Genotlio

Geral (grau 1-4) Ausente 3 (37,5%) 5(62,5%) 2,6

(n=21) (n=28)
Presente 8 (61,5%) 5 (38,5%)
(n=13)

Diarréia (grau 1-4) Ausente 4 (36%) 7 (64%) 3,0
(n=22) (n=11)
Presente 7 (64%) 4 (36%)
(n=11)

Dermatlte (grau 1- Ausente 11 (50%) 11 (50%)

(n=22)
(n 22) Presente

(n=0)
Nauseas Ausente 8 (50%) 8(50%) 1,0
(n=22) (n=16)

Presente 3 (50%) 3 (50%)

(n=6)




Tabela 25 — Haplotipo dos pacientes com neoplasia gastrica e ocorréncia de toxicidades

Toxicidade Genétipo
Haplétipo 1*  Hapldtipo 2*  Haplétipo3* P

Geral (grau 1-4) Ausente 4 (50%) 3(37,5%) 1(12,5%) 0,65
(n=21) (n=8)

Presente 4 (31%) 6 (46%) 3(23%)

(n=13)
Geral (Grau 3 e 4) Ausente 7 (41%) 7 (41%) 2 (18%) 0,67
(n=22) (n=17)

Presente 1(20%) 3 (60%) 1(20%)

(n=5)
Nauseas Ausente 6 (37,5%) 7 (43,7%) 3(18,7%) 0,96
(n=22) (n=16)

Presente 2 (33%) 3 (50%) 1(17%)

(n=6)
Dermatite Ausente 8 (37%) 10 (45%) 4 (18%)
(n=22) (n=22)

Presente 0 0 0

(n=0)
Dermatite (grau 3 e 4) Ausente 8 (37%) 10 (45%) 4 (18%)
(n=22) (n=22)

Presente 0 0 0

(n=0)
Diarréia Ausente 5 (46%) 4 (36%) 2 (18%) 0,63
(n=22) (n=11)

Presente 3 (26%) 6 (56%) 2 (18%)

(n=11)
Diarréia (Grau 3 e 4) Ausente 6 (40%) 7 (46%) 2 (14%) 0,59
(n=22) (n=15)

Presente 2 (29%) 3(43%) 2 (28%)

(n=7)

*Haplétipo 1= auséncia de polimorfismos

Haplétipo 2=presen¢a de um polimorfismo (pelo menos um alelo mutado)

Haplétipo 3=presenca de dois polimorfismos (pelo menos dois alelos mutados
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6. DISCUSSAO

A toxicidade é o principal fator limitante da dose de radiacdo empregada para 0s
diferentes tipos de tumores e seu tratamento com radiacé@o ionizante. A analise do
histograma dose-volume permite estabelecer probabilidades de complicacdo no
tecido normal e relacionar com a probabilidade de controle tumoral, mas até o
momento ndo € levado em consideragcdo as variantes genéticas e sua influéncia na
variabilidade individual na resposta ao tratamento radioterapico (PARLIAMENT;
MURRAY, 2010; HORGAN et al, 2011). Com a possibilidade de se encontrar
marcadores moleculares individuais que apontariam quais pacientes teriam mais
toxicidade e melhor resposta, poderiamos modificar a dose de radioterapia
empregada otimizando a relacdo entre o controle tumoral e a probabilidade de
complicagdes do tecido normal (BORCHIELLINI et al., 2012).

Neste trabalho encontramos uma taxa de toxicidade grau 3 ou 4 de 24,5 %,
semelhante ao relatado por Sauer et al. (2004) de 27 %, no entanto mais baixa que
a descrita por MacDonald et al. (2001) de 33 % e por Roh et al. (2009) de 52 %. A
ocorréncia de diarreia graus 3 e 4 no nosso estudo foi de 16,3 %, também
semelhante ao descrito por Sauer et al. (2004). Por outro lado, a toxicidade
dermatolégica encontrada foi de 6,1 %, mais baixa que a relatada por Sauer et al.
(2004) de 11 %,

A grande maioria dos estudos envolvendo genes de reparo do DNA, como o
XRCC-1, visam correlacionar os polimorfismos encontrados com o risco de
desenvolvimento de cancer ou avaliam o papel destes polimorfismos na resposta ao
tratamento realizado. Poucos trabalhos tentaram correlacionar os polimorfismos
estudados com a toxicidade aguda ao tratamento.

Carvalho et al. (2015) demonstrou um maior risco para o genoétipo Del/Del do
polimorfismo do XRCC-1 rs 3213239 e o desenvolvimento de leucemia linfoblastica
aguda. Uma metaanalise realizada por Li et al (2012) também associou o
polimorfismo C194T do gene XRCC-1 com risco de desenvolvimento de cancer de
colo de utero.

A literatura ainda revela resultados conflitantes sobre a correlacdo entre
polimorfismos no gene XRCC-1 e a resposta a radio e quimioterapia neoadjuvantes.
Grimminger et al (2010) avaliaram 81 pacientes portadores de cancer de reto

tratados com radio e quimioterapia neoadjuvantes e correlacionaram a resposta ao
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tratamento com 2 polimorfismos do gene XRCC-1 (C194T e A399G) e um do gene
XRCC-3 (A241G). Nenhum dos 3 polimorfismos mostrou associagcdo com a resposta
ao tratamento, ainda que uma tendéncia em favor de A399G tenha sido encontrada.
Os autores atribuem o resultado ao pequeno numero de pacientes avaliados.

Lamas et al. (2012) encontrou correlagao positiva entre o polimorfismo A399G e
a resposta a terapia neoadjuvante no cancer de reto. Os polimorfismos C194T e
INDEL n&o foram avaliados neste estudo.

No nosso trabalho optamos por avaliar a toxicidade aguda apresentada pelos
pacientes submetidos a radio e quimioterapia, seja de forma adjuvante ou
neoadjuvante, nos pacientes com cancer de estdbmago ou reto e sua correlagdo com
o polimorfismo C194T e INDEL do gene XRCC-1. Nossa expectativa era de que os
pacientes com esses polimorfismos apresentariam uma maior taxa de toxicidade em
relacdo ao grupo com genotipo selvagem, ja que o reparo da lesdo radioinduzida
estaria prejudicado. Nao encontramos diferencas estatisticamente significativas nas
toxicidades relatadas entre pacientes com genotipo polimérfico ou selvagem no
nosso estudo, mesmo quando agrupamos 0s genotipos homozigoto e heterozigoto e
comparamos com o selvagem. Somente quando separamos 0s pacientes pelos dois
sitios primarios do estudo, encontramos uma correlacdo positiva entre nauseas e a
presenca do polimorfismo C194T nos pacientes com neoplasia de reto, com um OR
de 10,5 e um p valor de 0,03.

No polimorfismo C194T, apesar de néo ter significancia estatistica, encontramos
um maior numero absoluto de pacientes com toxicidade apresentando o genaétipo
CC selvagem. Balboa et al (2010), estudando o uso farmacogenético do
polimorfismo A399G do gene XRCC-1 na resposta a radio e quimio neoadjuvantes
no cancer de reto, relatou uma melhor taxa de resposta nos pacientes que possuiam
o alelo A, principalmente homozigotos, contrariando toda expectativa de melhor
reparo da lesdo com este gendtipo. Os autores justificam o resultado pelo fato das
amostras colhidas pelo sangue esconderem mutaces somaticas tumorais
relevantes.

Quando avaliamos o polimorfismo INDEL do nosso estudo, vemos uma
tendéncia de risco aumentada 2 vezes para toxicidade G3-4 gastrointestinal
(diarreia) e dermatoldgica, ainda que nao tenha atingido significancia estatistica.

Acreditamos que o pequeno numero de pacientes do trabalho foi insuficiente

para demonstrar diferenca estatistica, além das diferencas proprias de toxicidade
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encontradas em cada sitio estudado, como exemplo a auséncia de dermatites nos

pacientes com neoplasia de estbmago.
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7. CONCLUSOES

A frequéncia de toxicidade graus 3 ou 4 foi de 24,5% em pacientes com
cancer de reto e estbmago tratados com radio e quimioterapia em Belém do Para,
Norte do Brasil.

O polimorfismo C194T, aumentou o risco em 10,5 vezes de desenvolver
nauseas nos pacientes com neoplasia de reto.

N&o houve diferenca na ocorréncia de toxicidade nos pacientes portadores do
polimorfismo INDEL.

N&o houve correlagdo significativa entre as diferentes ancestralidades e o

desenvolvimento de toxicidade.
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8. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Ressaltam-se as limitacbes deste estudo em virtude do carater de
investigacao retrospectivo, das duas patologias distintas estudadas, do tamanho da
casuistica e do numero de polimorfismos investigados. As informacfes coletadas
retrospectivamente em prontuarios sao sujeitas a vieses de diversas tipificacdes. A
pesquisa de um numero reduzido de polimorfismo pode ndo demostrar todas as
relagbes entre toxicidade e os polimorfismos do gene investigado. A perspectiva de
realizacdo de um estudo controlado prospectivo com analise de todos os
polimorfismos conhecidos e sequenciamento de outros genes da familia XRCC nos
pacientes com toxicidade grave e sem polimorfismo encontrado poderia confirmar os
achados deste estudo e demostrar quais polimorfismos poderiam ser Uteis,
previamente ao tratamento com radioterapia, na populacdo de Belém para reduzir
toxicidade, mantendo uma taxa de controle local adequado, e permitir uma reducao

na dose de radioterapia empregada.
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