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Introducdo 1

1. INTRODUCAO

1.1 Carcinogénese e conseqliéncias genéticas das terapias

Foi testando agentes quimicos em animais de laboratdrio, que se postulou que a
carcinogénese é um processo de multiplas etapas denominadas iniciacdo, promocao,
progressdo e manifestacdo. A etapa de iniciacdo € caracterizada por lesdo irreversivel
no DNA (muta¢do), induzida por agentes genotoxicos; a promocao é um processo mais
lento, reversivel e que esta associado a proliferacdo focal de células iniciadas. Os
agentes promotores, em geral, ndo sdo genotoxicos e atuam por mecanismos
epigenéticos, principalmente alterando os sinais moleculares envolvidos no controle da
proliferacdo celular (PITOT, 1991; 1993). No entanto, agentes genotdxicos podem,
também, agir como promotores modificando, quantitativamente, 0 processo
carcinogénico iniciado por outros agentes (DE CAMARGO et al., 1994). A etapa da
progressdo € caracterizada, morfologicamente, por anaplasia e, biologicamente, por
crescimento autdbnomo. Quando as células adquirem capacidade para invadir e
metastizar, podendo as alteracdes serem evidenciadas clinicamente, estar-se-a diante da
ultima etapa, a manifestacdo (PITOT, 1989; NOWELL, 1994). Assim, todos os fatores
que atuem em uma ou mais etapas do desenvolvimento neoplasico devem ser
considerados para a estimativa de risco para carcinogénese (BARRET, 1993; PERERA
& BOFETA, 1998).

Existe, atualmente, o conceito de que cancer € uma doenca genética. Tanto
alteracbes cromossdmicas numeéricas quanto estruturais tém sido observadas em células

cancerosas in vitro e in vivo (SOLOMON et al., 1991). Desta forma, entre os principais
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fatores de riscos relacionados a origem e desenvolvimento do processo carcinogénico
estdo a predisposicdo genética, os fatores ambientais e a interacdo entre ambos
(ZAKRZEWSKI, 1991) .

Por outro lado, embora o controle do céancer dependa de um conjunto de
medidas, em geral, é a terapéutica especializada, com o emprego de tecnologia e
medicamentos de alto custo, o que é mais utilizado. No entanto, sabe-se hoje que os
efeitos dos tratamentos antineoplasicos sdo também deletérios para 0 organismo, além
de causar danos em células somaticas, podem causar mutacdes em células germinativas,
tornando-se fatores de risco para os descendentes (BYRNE, 1999).

Vérios autores tém postulado que novos tumores podem se desenvolver logo
apos, ou algum tempo depois do tratamento do tumor primario, podendo ser reflexo de
um dano genético ou imunoldgico relacionado ao tratamento ou a exposicdo a
carcindgenos ambientais (KAISER et al., 1998). TRAVIS et al. (1995) verificaram
aumento de 4,5 vezes no risco de desenvolvimento de cancer de bexiga em pacientes
com linfoma ndo-Hodgkin tratados com ciclofosfamida, sendo este risco dependente da
dose acumulada. KOISHI et al. (1998) verificaram aumento na frequéncia de mutacGes
no gene hprt em pacientes com leucemia linfoblastica aguda ap0s o término da
quimioterapia e sugeriram que os danos causados pelos antineoplasicos podem persistir
por longo periodo.

A utilizacdo da radioterapia associada a quimioterapia na preparacdo do paciente
para transplante de medula éssea, para os casos de tumores avancados, tem resultado
em severos efeitos ao paciente, com prejuizo a funcdo de varios orgdos e inducdo de

segundas neoplasias que podem ocorrer varios anos apés o tratamento (RICH et al.,
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1997; MOSHER & McCARTHY, 1998; NIETHAMMER & MAYER, 1998). Com
isso, pode concluir-se que, de um modo geral, as alteracdes genéticas induzidas por
agentes antineoplasicos podem afetar os pacientes predispondo-o0s ao desenvolvimento

de uma segunda neoplasia maligna (RICH et al., 1997).

1.2 Radiag0es ionizantes e seus efeitos bioldgicos

A radiacdo € a propagacdo de energia através do espaco, matéria ou vacuo
podendo ser corpuscular ou eletromagnética. As radiacdes corpusculares sdo aquelas
sob a forma de particulas, e as eletromagnéticas, a combinagdo de um campo elétrico e
um magneético, que variam em funcdo do tempo e espaco, ndo havendo participacdo de
massa.

A caracteristica mais simples que varia nas diferentes radiacdes é o seu poder de
penetracdo. Os raios X, com comprimento de onda abaixo de 1A, sdo capazes de
atravessar muitos centimetros de matéria condensada, sendo chamados de penetrantes
ou duros; os raios X de comprimento de onda maiores e que sdo freados por pequenos
extratos de matéria, poucos milimetros de metal ou poucos centimetros de ar, sdo
chamados de moles. Os raios de comprimento entre 0,01 a 0,1 A, sio utilizados para a
radioterapia profunda e os de 0,1 a 1 A para diagnéstico e radioterapia superficial.

(Figura 1).
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Raios Gama Raios-X duros Raios-X moles
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0,01 0,1 1 10 100 A
Figura 1- Comprimento de onda de diferentes tipos de radiagdes

A expressdo cientifica que descreve a quantidade relativa de energia liberada ao
longo do caminho de um foton ou particula carregada € a “transferéncia linear de
energia” ou LET. Os tipos de radiagGes ionizantes que depositam quantidades
relativamente pequenas de energia ao longo de seu percurso, mas tém energia cinética
suficiente para atravessar distancias consideraveis nos tecido, séo classificados como
radiacdo de baixo LET, como os raios X e 0s raios gama. As radiacfes de alto LET,
COmo 0S neutrons e as particulas alfas, atravessam pequenas distancias e depositam
grande quantidade de energia (GOODHEAD et al., 1993).

Segundo MAHESH (1985), ha 2 tipos de efeitos das radiacGes ionizantes: 0s
agudos, que surgem logo apds a irradiacdo, e os crénicos, manifestados algum tempo
depois da exposicdo. HENDEE, em 1993, classificou os efeitos das radiagdes ionizantes
em deterministicos e estocasticos. Os efeitos deterministicos sdo tanto mais severos
quanto maior for a dose de radiacdo, podendo ocorrer poucas horas, dias, meses ou anos
apos a radiacdo, levando a perda de células parenquimais, fibrose, atrofia de orgéos,
diminuicdo da fertilidade e esterilidade. Os efeitos estocasticos sdo aqueles em que a
probabilidade de ocorréncia cresce com o0 aumento da exposicdo do individuo a
radiacdo. Estes efeitos exibem variacOes nas respostas do organismo, dependendo, por

exemplo, da idade e do estado de salde, podendo alcancar uma unica célula ou um
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componente celular, como o gene. A mutagénese e a carcinogénese sao exemplos de
efeitos estocasticos que manifestam-se até varios anos apos a exposicao a radiacao.

Os danos provocados pelas radiaces ionizantes sdo causados ou por uma
interacdo direta com moléculas alvo ou indiretamente, pela formacdo de elementos
quimicos ativos e altamente reativos, os radicais livres (RON, 1998), que possuem uma
alta afinidade por elétrons e pontes de hidrogénio de moléculas organicas, sendo 0 DNA
o alvo principal (BIAGLOW, 1987).

As alteracdes genéticas causadas pela radiacdo dependem do tipo de radiacdo, da
dose, da velocidade de exposicdo, da capacidade de reparo do DNA, da fase do ciclo
celular no momento da radiacéo, entre outros fatores. Se as células estiverem nas fases
GO ou G1 e portanto com os cromossomos nao duplicados, podem ocorrer alterac6es do
tipo cromossdmica ou isocromatidica (envolvendo as duas cromatides do cromossomo),
enguanto as lesdes induzidas em cromossomos ja duplicados (fases S e G2), levam a
aberracdes do tipo cromatidica (envolvendo uma das cromatides). Quando um tecido é
continuamente exposto a radiacdo ionizante, poderdo ocorrer tanto aberracGes
cromossdémicas como cromatidicas, sendo que a quantidade relativa dessas aberracoes
depende do tempo de exposicdo e da sensibilidade dos varios estagios do ciclo celular
(DOLPHIN & LLOYD, 1974).

As aberracdes cromossomicas induzidas pelas radiacGes ionizantes podem ser
estaveis (translocacdes balanceadas, inversdes, rearranjos simétricos), isto €, podem ser
transmitidas as células filhas apos a divisdo celular, ou instaveis (cromossomos
dicéntricos, anéis céntricos, fragmentos e outros rearranjos simetricos), que podem levar

a morte celular (CARRANO & NATARAJAN, 1988).
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Embora as radiacdes ionizantes induzam, mais freqlientemente, quebras de fita
simples de DNA, as quebras de dupla fita sdo as principais responsaveis pela inducdo de
aberracfes cromossdmicas, como as aneuploidias observadas nas desordens hereditarias
e nos tumores malignos (TOUIL et al., 2000). Além das alteracbes cromossdmicas
estruturais detectadas por microscopia Optica de luz, as mutacdes génicas podem
também levar a instabilidade genémica e ao cancer. O gene TP53, por exemplo, € um
gene supressor de tumor que atua como “guardido do genoma”, impedindo a
proliferacdo de células geneticamente alteradas, pela inducdo de apoptose. Quando esse
gene é mutado, por acdo de agentes mutagénicos, perde sua atividade e,
conseqiientemente, as células alteradas continuardo a se dividir podendo levar a um
processo neoplasico (LANE, 1992; UNDEGER, et al., 1999; TOUIL, et al., 2000).

Alguns estudos mostram que baixas doses de radiagdo ionizante, assim como
ocorre para 0S agentes quimicos citotoxicos, podem levar a uma adaptacdo do
organismo (WOLFF, et al., 1991; BOOTHMAN, et al., 1996; WOLFF 1998). Esses
estudos mostram, ainda, que esta resposta adaptativa requer uma dose minima do agente
genotoxico cujo efeito dependerda da constituicdo genética do organismo exposto,
podendo, alguns, ndo apresentarem tal resposta. A adaptacdo induzida por baixas doses
de radiacdo ¢ atribuida a inducdo de mecanismos eficientes de reparo de lesdes no DNA
0s quais, quando ativados por altas doses, reduzem os niveis de danos (WOLFF, 1998).
Assim, a morte celular e as mutagfes génicas ou cromossomicas, podem ser resultado
da deficiéncia de mecanismos de reparo ou mesmo do reparo impreciso das lesdes no

DNA (LITTLE, 1998).
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PLAPPERT et al. (1995), com o proposito de avaliar alteracdes no sistema de
reparo do DNA em ceélulas sanguineas, irradiaram, in vitro, amostras de sangue de

individuos saudaveis, de pacientes sob terapia com I***

e de individuos que haviam sido
expostos a radiagdo no acidente de Chernobyl. Os autores observaram que a radiacao
atuou sobre o sistema de reparo, resultando em menor eficiéncia deste ap0s a segunda
radiacdo. Assim, os individuos da regido de Chernobyl e os pacientes que fizeram uso
de 1'®, apresentaram prejuizo na capacidade de reparo das lesdes no DNA.

H& uma variacdo na susceptibilidade das células e tecidos aos danos induzidos
pelas radiagdes ionizantes. Em geral, as células que se dividem rapidamente e as células
ndo diferenciadas sdo as mais sensiveis. Assim, os linfécitos, seguidos pelas células
vermelhas e células epiteliais sdo mais sensiveis que as células musculares e as nervosas
(WHITMYER et al., 1997).

Algumas evidéncias dos efeitos das radiagdes ionizantes em seres humanos
foram detectadas por estudos epidemioldgicos realizados com 0s sobreviventes de
Hiroshima e Nagasaki. Estes estudos mostraram uma relacdo linear entre a inducédo de
cancer e uma unica dose extremamente alta da radiacdo (POLLYCOVE, 1998).
FENECH et al. (1997), avaliando amostras de sangue de criancas expostas a radiacéo
liberada no acidente de Chernobyl, observaram aumento de 2 a 4 vezes na freqliéncia de
microndcleo quando comparadas aquelas em individuos ndo expostos. Mais
recentemente, aumento na freqiéncia de microndcleo (DA CRUZ et al., 1994), de
aberracbes cromossomicas (dicéntricos e anéis) (RAMALHO et al.,1995; 1998) e

aumento na frequiéncia de mutagé@o no gene hprt (SADDI, et al., 1996; SKANDALIS, et
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al.,1997) foram observados ap0s o acidente radioativo de Goiania, no qual centenas de

pessoas foram expostas ao césio 137, proveniente de um equipamento de radioterapia.

1.3 Radioterapia

A radioterapia (Rxt) é uma modalidade terapéutica que utiliza as radiacdes
ionizantes em pacientes com neoplasias malignas (e ocasionalmente benignas), sendo,
hoje, uma realidade terapéutica para aproximadamente 50% dos tumores diagnosticados
precocemente. O primeiro caso documentado de tratamento com radiacdo foi em 1896,
aproximadamente 3 meses ap0s a descoberta dos raios-X por Wilhelm Conrad Réntgen
(WHITMYER et al., 1997). Do ponto de vista técnico ha 2 tipos de radioterapia, a
teleterapia e a braquiterapia. Na teleterapia as fontes radioativas (aceleradores lineares e
cobalto 60) sdo colocadas distantes do tecido alvo, enquanto na braquiterapia, as fontes
ficam em contato com o tecido alvo

A Rxt loco-regional ¢ uma forma alternativa ou coadjuvante a cirurgia e
quimioterapia para tumores malignos. Apesar de sua finalidade ser liberar uma dose de
radiacdo que diminua o volume do tumor, com minimo dano aos tecidos vizinhos,
pode, também, ser indutora de alteragdes que levam a novo processo carcinogénico
(ELKING, 1984; ALVARES et al., 1987; ENGELS & WAMBERSIE, 1998).

A radiosensibilidade dos 6rgdos saudaveis ¢ um dos limites da Rxt, assim,
utiliza-se o fracionamento da dose total requerida, a fim de diminuir os efeitos tardios
no tecido normal (CROMPTON, 1998). Este fracionamento pode ser do tipo
convencional, com doses de 180 a 200 cGy/dia; hipofracionamento, uma dose maior

que 250 cGy/dia, podendo chegar a 1000 cGy/dia; hiperfracionamento, 220 cGy/dia,
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dividido em duas doses de 110 cGy, irradiadas duas vezes ao dia; hiperfracionamento
acelerado, com dose diaria maior que 250 cGy/dia, irradiando-se duas vezes ao dia e
intervalo de 6 horas entre elas.

Modernas técnicas radioterapéuticas tém levado a um aumento da cura e controle
regional de tumores mas, efeitos potencialmente severos e debilitantes nédo tém sido
eliminados (CURRAN, 1998).

PEREL et al. (1998) relataram o aparecimento de carcinoma de tiredide em
duas criancas ap6s radioterapia cranial com Co® (18 Gy), como profilatica de SNC
para tratamento de leucemia linféide aguda. Segundo os autores, uma predisposicao
genética ou o préprio tratamento poderia ter atuado na génese deste segundo tumor.
Resultado semelhante j& havia sido reportado por RON et al. (1995), quando
observaram o aparecimento do cancer de tiredide, 15 a 19 anos ap06s a radiacdo do SNC.
KLEINERMAN et al. (1995), avaliando 86395 pacientes submetidos a radioterapia para
cancer cervical, observaram que 7543 apresentaram uma segunda neoplasia. Os autores
concluiram que o risco de um segundo tumor radioinduzido para os 6rgdos que
receberam mais que 1 Gy, incluindo reto, vagina, vulva, bexiga e ovario, pode persistir
por 30 anos ou mais, apos o tratamento.

Além dos danos genéticos, a Rxt pode também causar disturbios no
desenvolvimento 0sseo, fraturas patologicas (MITCHELL & LOGAN, 1998), cancer de
mama (GYNES et al., 1996) e complicacdes cardiacas apds meses ou anos devido a
irradiacdo do coracdo durante o tratamento de neoplasias toraxicas (STEWART et al.,
1995, DEMOS et al., 1996). Déficits neuroldgicos, disfuncdes enddcrinas e falta de

habilidade intelectual sdo seqlelas tardias causadas pela radiacdo em criancas
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portadoras de tumores cerebrais (SYNDIKUS et al., 1994) e também nas portadoras de
leucemia linféide aguda, que foram submetidas & radioterapia profilatica de SNC
(MOHNIKE et al., 1997, WABER & TARBELL 1997). Toxicidade gastrointestinal e
urinéria (LIEVENS et al., 1996, LUI et al., 1997, FRANSSON & WIDMARK 1999), e
problemas na funcdo sexual (FRANKLIN et al., 1998, FRANSSON & WIDMARK
1999), foram também associadas a radioterapia para cancer de prostata.

A cavidade oral, por apresentar um epitélio com alto turn over, € um dos
principais locais em que se manifestam os efeitos secundarios da Rxt na regido da
cabeca e pescoco. A maior parte dessas complicacdes € causada por mudancas teciduais
locais, por efeito direto da radiacdo ou indireto pela radiacdo secundaria. Os principais
efeitos colaterais sdo a fibrose de glandulas salivares, que provoca a diminuicdo do
fluxo salivar (xerostomia), mucosites, alteracdo na sensibilidade gustativa, atrofia de
musculatura e ligamentos ocasionando trismo (SONIS, 1989; MAXYMIW & WOOD,
1989). A diminuigéo do pH e fluxo salivar e o aumento da viscosidade e mucosidade
da saliva impedem o mecanismo natural de limpeza e lubrificacdo da mucosa e dos
dentes, tornando-os mais suscetivel as chamadas céries de irradiacdo (SONIS, 1989).

A radioterapia para tumores malignos de cabeca e pesco¢o das regides nasais e
paranasais podem ocasionar retinopatias e glaucoma como efeitos mais severos, além de
cataratas (TAKEDA et al., 1999). Além disso, a irradiacdo nos olhos pode ser um fator

critico para aparecimento de rubeosis e glaucoma neovascular (MIDENA et al., 1996).

1.4 Tumores de Cabeca e Pescoco
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O céancer de cabeca e pescoco, representa 10% dos casos diagnosticados de
neoplasia maligna, sendo 40% desses localizados na cavidade oral. A incidéncia de
cancer de boca no Brasil vem aumentando consideravelmente, sendo o Estado de Sao
Paulo o0 que apresentou maior estimativa para o ano 2000, com 3960 novos casos,
seguido pelo Rio de Janeiro, com 1860 e Minas Gerais, com 1080 (BRASIL, 2000).
Aproximadamente 90-95% das neoplasias diagnosticadas de boca sdo classificadas
como carcinoma espino celular (CEC), sendo o tabaco e o alcool os fatores etiol6gicos
mais importantes (PUERTO et al., 2000), seguidos por virus, alimentacdo, radiacdes
solares, irritacdo mecanica cronica e exposi¢des ocupacionais a agentes potencialmente
cancerigenos.

As neoplasias de cabeca e pesco¢o apresentam alta taxa de mortalidade devido,
entre outros fatores, ao estddio avancado no momento do diagndstico, o que leva a
tratamentos cada vez mais agressivos (Tabela 1). O estadiamento do tumor, que
determina o tipo de tratamento, é baseado no sistema TNM (no qual T representa o
tamanho do tumor; N, presenca ou auséncia de metastase em linfonodos regionais; M,
presenca ou auséncia de metastase a distancia), desenvolvido por Pierre Denoix, entre
0s anos de 1943 e 1951. Na verdade, o estadio da doenca por ocasido do diagndstico
pode ser um reflexo ndo s6 da taxa de crescimento e extensdo da neoplasia mas,
também, do tipo e da relacdo tumor-hospedeiro (SORBIN, 1998).

Estadios I e Il (tumores iniciais, ou seja, menores que 2 cm e entre 2 e 4 cm,
respectivamente) sdo curaveis pela cirurgia ou Rxt, sendo a escolha do tratamento feita
pelo resultado funcional e estético e, em especial, pela experiéncia do cirurgido e do

radioterapeuta em cada caso em particular. A presenca de margens comprometidas ou
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tumor com profundidade maior que 5 mm implica em aumento no risco de recorréncia
local e sugere a combinacdo das duas formas terapéuticas para melhor resultado.
Estadios Il e IV (tumores avancados, ou seja, maiores que 4 cm e 0S que invadem
estruturas adjacentes, respectivamente) sdo os grandes desafios para os cirurgides e
radioterapeutas. Nesses casos, 0 tratamento recomendado € cirurgia ou Rxt, ou a
associacdo de ambas, uma vez que para esses grupos de tumores € comum a recorréncia
local e/ou metéstase a distancia (HOSPITAL DO CANCER, 1999). Atualmente, para
tumores avancados tem-se utilizado, também, a quimioterapia associada a radioterapia e
se necessario, a cirurgia de resgaste.

O tipo de radioterapia utilizada para os tumores de cabeca e pescogo geralmente
é a teleterapia com fracionamento convencional, com dose total de 50-60 Gy para 0s
tumores com margens cirargicas livres (iniciais), e dose de 65 a 70 Gy para aqueles com
margens cirurgicas comprometidas (avancgados), sendo essas dividas em doses diarias de
180 a 200 cGy (HOSPITAL DO CANCER, 1999). As fontes de radiacdes mais
utilizadas sdo o Cobalto 60 ou o Acelerador Linear (AL) de 4 ou 6 Mv, dependendo da
profundidade do tumor.

Tabela | - Classificacdo dos tumores de cabeca e pescogo por estadios e formas de
tratamento.

Estadio do |Tamanho |Metastase em|Metastase a|Formas de tratamento
Tumor do tumor |linfonodos distancia
[ T No Mo Cirurgia ou radioterapia
1 T, No Mo Cirurgia ou radioterpia
1! T3 No Mo Ressecéaveis: cirurgia + radioterapia
T, Mo Irressecavies:
T, Ni Mo radioterapia se necessario cirurgia de
Ts N1 Mo resgate; -radi-otera-pia + quimioterpia, se
N1 necessario cirurgia de resgate.
v Ty NO, N Mo Idem estadio 111
Qualquer {Naapc, N3 Mo
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T Qualquer N | M,
Qualquer
T

T, .tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensdo; T, _tumor com mais de 2 cm até 4 cm; T .tumor com mais
de 4 cm; T, - tumor invade as estruturas adjacentes. Ny - auséncia de metastase em linfonodos regionais; Nj-
linfonodo homo-lateral, Unico < 3 cm; Ny, - linfonodo homo-lateral, inico > 3-6 cm; N~ linfonodo homo-lateral,
maltiplo < 6 cm; Ny - linfonodo bilateral, contra-lateral, < 6 cm; Ns- linfonodo > 6 cm. M, auséncia de metastase
a distancia; M; presenca de metéstase a distancia.

1.5 Micronucleo

Os micronucleos (MN) sdo corpusculos de cromatina envolvidos por uma
membrana nuclear, localizados proximos ao nucleo principal e morfologicamente
indistinguiveis deste, exceto pelo seu menor tamanho. S&o originados de cromossomos
inteiros ou fragmentos cromossoémicos que ndo foram incorporados ao nucleo das
células filhas durante a mitose (SCHIMID, 1975; TOLBERT et al.,, 1992), sendo,
portanto, somente visualizados em células que sofreram danos no DNA e completaram
pelo menos um ciclo de divisdo. Assim, a frequéncia de MN é dependente da proporc¢éo
de células em divisdo e diminui apos as células passarem por mais de uma divisao apos
a inducéo da lesdo no DNA (FENECH & MORLEY, 1985 a,b).

A formacdo de MN em células eucaridticas, € um parametro importante para a
avaliacdo de danos cromossomicos ou erros de segregacdo (GEARD & CHEN, 1990).
As andlises de MN em ceélulas esfoliadas de tecido epitelial e em células sanguineas,
podem ser utilizadas para avaliar os danos citogenéticos induzidos por agentes
potencialmente cancerigenos aos quais as populacdes humanas estdo usualmente
expostas (CAIRNS, 1981; STICH et al., 1982 a,b; LAND et al., 1983; BISHOP, 1987).

Inimeros estudos tém relacionado o aumento na freqiiéncia de MN a exposicéo

a agentes quimioterapicos (SARTO et al., 1990; TATES et al., 1994), a ingestdo de
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alcool (STICH & ROSIN, 1983), a exposicdo a agentes xenobidticos (STICH et al.,
1982 a,b; 1984; SARTO et al.,, 1987; LIVINGSTROM et al., 1990) e a radiacOes
ionizantes (FENECH et al.,1990; 1997).

A avaliacdo da frequéncia de MN em células esfoliadas do tecido epitelial pode
ser utilizada como um “dosimetro enddgeno” em tecidos que sdo alvos especificos de
agentes genotdxicos e cancerigenos (STICH et al., 1985; ARLETT et al., 1989). Assim,
como 90% dos canceres sdo de origem epitelial (CAIRNS, 1975), este tipo de analise é
de grande relevancia para estudos epidemiologicos (TOLBERT et al., 1992).

Os varios tipos de epitélio sdo classificados com base no nimero de camadas e
morfologia das células de superficie. A cavidade oral, por exemplo, € revestida por
epitélio escamoso estratificado, composto de camada basal, intermediaria e superficial,
sendo gque na basal estdo as células capazes de se dividir para produzir células filhas
que, por um processo de maturacdo, migram para a superficie com a finalidade de repor
as células perdidas. O tempo requerido para divisdo, maturacdo e migracdo para a
camada superficial varia de acordo com o tipo de tecido, sendo que as células da
mucosa oral, que se renovam a cada 7-14 dias, levam, aproximadamente, trés semanas
para atingirem a superficie podendo, no entanto, morrer antes de se esfoliarem
(TOLBERT et al., 1992). IrritacBes fisicas, quimicas ou agentes infecciosos podem
afetar essa dindmica (ROSSIN, 1992).

Embora os MN observados nas células esfoliadas da superficie epitelial tenham
origem nas populacdes basais, em divisdo, sua frequéncia pode néo refletir a frequéncia
gerada nesta camada, visto que, como novas células sdo continuamente produzida e

gradualmente movem-se para a superficie onde séo esfoliadas, a frequéncia de MN pode
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ser diluida devido ao aumento da populacdo de células, ou por serem degradados por
nucleases (CASANTELI, 1997).

A técnica para coleta de células esfoliadas é extremamente simples e utilizada,
principalmente, para avaliagéo de danos nas cavidades oral e nasal, bronquios, es6fago,
cervix, bexiga e trato urinario (STICH & ROSSIN, 1983). O teste do MN em células
epiteliais apresenta, no entanto, algumas limitacdes, uma vez que essas células sofrem
processos degenerativos que podem produzir alteragbes que se confundem com os MN
(STICH et al., 1985; SARTO et al., 1987), como por exemplo, células binucleadas,
picnose (em células de tecidos necroticos que foram expostos a doses tdxicas de agentes
mutagénicos e carcinogénicos) e cariorrex (TOLBERT et al., 1992). Embora possam ser
relacionadas a carcinogénese, essas alteracdes devem ser estudadas separadamente, pois
diferem quanto a natureza em relagdo ao cancer.

A andlise de MN em linfocitos de sangue periférico, realizada pela técnica de
blogueio da divisdo citoplasmatica pela citocalasina B, tem, também, se mostrado
sensivel para a quantificacdo de quebras cromossémicas, sendo bastante utilizada no
biomonitoramento genotdxico de populacGes expostas a agentes potencialmente
mutagénicos (FENECH et al., 1990). A citocalasina empregada nesse teste, & um
composto que interfere com os microfilamentos que formam o citoesqueleto, impedindo
a citocinese e produzindo uma célula filha com dois nicleos (célula binucleada). E
importante destacar que a frequéncia de microndcleo em célula binucleada é duas vezes
a observada nas células filhas mononucleadas (FENECH & MORLEY, 1986)

Estudos in vivo e in vitro, ttm mostrado que as células com MN desaparecem da

populacdo de células em divisdo. Muito pouco se sabe sobre esse mecanismo, no
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entanto, isto pode ocorrer devido a perda de material genético (micronucleo), quando
entdo as células deixam de possuir produtos génicos essenciais (CARRANO &
HEDDLE, 1973), ou pela toxicidade que reduz a viabilidade da célula danificada
(DAHL et al., 1976; BRADLAW & CRISTIAN, 1985; DULOUT & OLIVERA, 1984).
Células com micronucleos grandes ou maultiplos podem ser eliminadas mais
rapidamente devido grande quantidade de danos no material genético
(CHANNARAYAPPA & NATH, 1992).

FENECH & MORLEY (1986), avaliando a frequéncia de MN espontaneos em
linfocitos de individuos saudaveis entre 20 e 85 anos de idade, encontraram um
aumento de 4,3 % por ano de vida, indicando que ha influéncia da idade na inducgéo de
MN, com um aumento consideravel em individuos acima de 40 anos. A frequéncia de
MN varia, também, com relacdo ao género, sendo 1,2 a 1,6 vezes maior nas mulheres
(FENECH, 1993; 1998; BARALE et al ., 1998).

A frequéncia espontanea de MN em culturas de linfocitos humanos, provem de
mutacGes acumuladas nas stem cells, das quais os linfécitos maduros se originam, ou de
danos genéticos acumulados durante o periodo de vida dos linfdcitos circulantes (3-4
anos), podendo estar relacionada ao estilo de vida, uso de medicamentos e mudancas
climéticas (aumento da radiacdo UV) (FENECH, 1993).

COUNTRYMAN & HEDDLE (1976), foram os primeiros pesquisadores a
reportarem a indugdo de MN em linfocitos de sangue periférico irradiados antes da
estimulacdo com fitohemaglutinina A. A partir dai, o teste do MN tem sido amplamente
utilizado como alternativo ao teste de aberragdes cromossémicas e como dosimetro

bioldgico para a quantificacdo de danos clastogénicos ou aneugénicos (HEDDLE et al.,
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1983; FENECH & MORLEY, 1985; ALMASSY et al., 1987; FENECH, 1991; GEARD

& CHEN,1990).

1.6 Objetivos
Com base nas informac6es apresentadas, 0 presente estudo teve por objetivos:

e avaliar os danos genéticos induzidos pela radioterapia em individuos portadores de
tumores malignos de cabeca e pescogo, utilizando o teste do micronicleo em linfocitos

de sangue periférico e em células esfoliadas da mucosa oral;

e avaliar alteracBes citoldgicas em células esfoliadas mucosa oral dos pacientes

submetidos a radioterapia;

e relacionar os danos citogenéticos e citoldgicos com possiveis efeitos secundarios da

radioterapia.



Objetivos 19

2. OBJETIVOS

Com base nas informac0des apresentadas, o presente estudo teve por objetivos:
e avaliar os danos genéticos induzidos pela radioterapia em individuos portadores de
tumores malignos de cabeca e pescoco, utilizando o teste do micronucleo em linfdcitos

de sangue periférico e em celulas esfoliadas da mucosa oral;

e avaliar alteracdes citologicas em celulas esfoliadas mucosa oral dos pacientes

submetidos a radioterapia;

e relacionar os danos citogenéticos e citologicos com possiveis efeitos secundéarios da

radioterapia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica
3.1.1 Grupo de estudo

Foram avaliados 32 individuos (26 homens e 6 mulheres), com neoplasia maligna de
cabeca e pescoco, na faixa etaria de 37 a 78 anos e que foram submetidos a radioterapia,
no Servico de Radioterapia do Hospital A.C. Camargo - S&o Paulo - SP. Foi aplicado a
cada paciente um questionario do qual constavam dados pessoais (idade, sexo, raca),
informacdes gerais (habitos de fumar, contato com agentes quimicos potencialmente
mutagénicos, exposicdo a radiacdes), historia medica (tipo de medicamentos de uso
habitual) e dados clinicos (tipo, localizacdo e estadiamento do tumor e formas de
tratamento) (Anexo 1). Como critério de selecdo para inclusdo no estudo foram
considerados voluntérios aqueles pacientes com tumores malignos de cabeca e pescogo
submetidos a cirurgia associada a radioterapia ou radioterapia exclusiva. As informacgoes
sobre diagnostico, estadiamento dos tumores e protocolos de tratamento foram obtidas a
partir dos prontuarios de cada paciente ap0s autorizacdo do médico responsavel.

Os dados referentes a idade e sexo do paciente, tipo, localizagédo e estadiamento do

tumor sdo apresentados na Tabela Il.
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Tabela Il - Caracterizacdo dos pacientes sob radioterapia para tumores malignos de cabeca e pescogo.

Cadigo Idade Sexo N2 cigarros Tipo de tumor Localizacéo Estadio Dose Rxt (cGy)
paciente (anos) (dia) Durante Total
201 76 M 20 CEC Orofaringe 11 (T3NoMy) 5000 5500
203 50 M 40 CEC Lingua 1 (T,N;My) 4860 6040
210 51 M 20 CEC Mucosa jugal E 11 (T3N;Mo) 2160 6840
214 37 F 3 Carcinoma indiferenciado Rinofaringe 1 (T3N3 My) 5240 7040
216 67 M 2 CEC Laringe 11 (T3NoMo) 3420 N&o retornou
221 72 M 20 CEC Retromolar E 1 (T:NoMo) 3240 N&o retornou
222 72 M 20 CEC Seio piriforme 11 (T3N;1Mo) 3780 Né&o retornou
225 43 F 6 Carcinoma adendide Palato duro 1V (T4NoMo) 2340 4500
cistico
227 69 M 20 CEC Seio piriforme 1 (ToN1My) 2700 5940
229 63 M 40 CEC Laringe 11 (T,NoMg) 3600 6040
230 51 F 10 CEC Amigdala IV (T4sN3sMy) 4000 7800
233 57 M 0 CEC Laringe IV (TsNoMo) 2520 6040
238 69 M 30 CEC Assoalho IV (T«N,Mo) 2700 6480
242 66 M 20 Carcinoma adendide Fossa nasal IV (T4sNoMy) 3400 Néo retornou
cistico
244 59 M 20 CEC Lingua 1 (TiNoMy) 4140 6000
245 44 M 30 CEC Assoalho 1V (T4sNoMy) 1140 6040
250 76 M 0 CEC Rebordo I (T2N1Mo) 1620 Né&o retornou
gengival
251 65 F 0 Melanma Metéstase - 2800 5600
cervical
252 61 M 60 CEC laringe 1 (TiNoMy) 5200 6600
257 58 M 80 CEC laringe IV (TsNoM,) 3600 6700
264 65 F 20 Carcinoma adendide Palato duro 1V (T4NoMo) 2340 6640
cistico
268 54 M 20 Carcinoma basaldide Hipofaringe IV (TsNoMo) 1980 5400
273 78 M 40 CEC Supra glético Il (T2NoMo) 2700 7040
276 55 M 40 CEC Assoalho 1V (T;Nz,Mo) 4500 6440
281 52 M 30 CEC Glote 11 (T3NoMy) 3240 6120
284 47 M 40 CEC Amigdala E 1 (T3N;My) 4860 6040
287 56 M 80 CEC Retromolar 11 (T2NoMo) 4680 6040
288 57 M 20 CEC Palato mole IV (TsNoMo) 3060 5980
290 68 M 20 CEC Assoalho 1V (T4NzMp) 2700 6040
292 44 F 40 CEC Orofaringe I (T3sN;:Mp) 1980 6040
298 54 M 30 CEC Laringe 1V (T4Nz:M,) 3960 6480
299 73 M 40 CEC Lingua IV (T4sN:Mo) 1980 6040
Média 59,66+ 10,81 26,9+20,15 3295+1118 6202+ 619

CEC- Carcinoma Espino Celular; T- Tumor Primério, T, .< 2 cm em sua maior dimensdo, T, . tumor > 2 cm até 4 cm em sua
maior dimensdo, T3 _tumor >4 cm em sua maior dimensdo, T, - tumor invade as estruturas adjacentes; N - Linfonodos Regionais,
Np - auséncia de metastases em linfonodos regionais, N; . metastase em um Unico linfonodo homolateral, com < 3 ¢cm em sua
maior dimensdo, N, metastase em um Gnico linfonodo homolateral, > 3cm até 6 cm em sua maior dimensédo, ou em linfonodos
multiplos homolaterais, bilaterais ou contralaterais < 6 cm em sua maior dimensdo, N,, metastase em um Unico linfonodo
homolateral, > 3cm até 6 cm em sua maior dimensdo, N, metastase em linfonodos multiplos homolaterais, < 6 cm em sua maior
dimensdo, N, metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, < 6 cm em sua maior dimensédo, N5 - metastase em linfonodos
> 6 cm em sua maior dimensdo; M - Metastase a Distancia, Mx- a presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada, My -
auséncia de metastase a distancia, M; — presenca de metastase a distancia.
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3.1.2 Grupo controle

Foram avaliados 17 individuos “saudaveis”, todos fumantes, ndo expostos a
agentes com reconhecido potencial mutagénico e pareados por sexo e idade ao grupo de
estudo. O mesmo questionario aplicado aos pacientes foi respondido pelos individuos
deste grupo. A caracterizagdo desta amostra é apresentada na Tabela IlI.

De acordo com recomendacdo da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), antes da aplicacdo do questionario e coleta das amostras de material
biolégico foi apresentado e assinado por todos os individuos que fizeram parte do
estudo o Termo de Consentimento Livre e Informado (Anexo 2).

Tabela 111 - Caracterizacdo dos individuos do grupo controle (sem neoplasia)

Cédigo do controle Sexo Idade (anos) Numero cigarros/dia
401 M 46 10
405 M 75 10
408 F 34 20
412 F 46 20
416 M 76 10
427 M 55 30
430 M 42 30
432 M 46 20
435 M 55 20
444 M 58 40
449 M 48 20
465 M 40 20
471 M 49 10
477 F 45 10
483 M 55 20
488 M 73 40
490 M 53 20
Média 50,23 + 16,91 20,6 + 9,67
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3.2 Radioterapia (Rxt)

As doses diarias, quantidade de sessdes e campos de radiacdo (Figura 2) foram
determinados de acordo com o estadiamento e tipo do tumor. Foram utilizadas
radiacOes gama e raios-X emitidos por equipamentos Gammatron S Siemens - 4MeV e

Varian - 6MeV, respectivamente.

Figura 2 - Campos de radiagdo para tumores de cabega e pescogo (A) parotida, (B) antro maxilar, (C) orofaringe,
(D) assoalho de boca, e (E) linfonodos cervicais (ENGELMEIER & KING, 1983)



Materiais e Métodos 24
3.3 Material Biologico
3.3.1 Cultura de linfocitos de sangue periférico

Dos 32 pacientes com neoplasia foram coletadas amostras de sangue periférico
antes do inicio da Rxt, entre a 3% e a 4% semana do tratamento e, em média, 9 semanas
apoOs o término da terapia. Para o grupo controle foi coletada apenas uma amostra de
sangue de cada um dos individuos.

As amostras de sangue periférico (5 ml) para cultura de linfécitos foram coletadas
por puncdo venosa, utilizando-se seringas descartaveis contendo anti-coagulante
(Liguemine - Roche, 5.000 Ul/ml). Apos a coleta, o sangue foi armazenado em caixa de
“Isopor®” com gelo para ser transportado até o laboratério para processamento das
celulas.

As culturas para obtencdo de linfécitos binucleados para analise de micronucleo
foram realizadas com base na metodologia proposta por FENECH (1993).
Aproximadamente 1 ml de soro e 0,5 ml de sangue total foram transferidos para um
frasco de cultura contendo 6 ml de meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab) suplementado
com 2 ml de soro fetal bovino (Cultilab) e 0,25 ml de fitohemaglutinina A (Cultilab).
Apds homogeneizacao, as culturas foram incubadas a 37°C, por 44 h, momento em que
foi adicionado 4,5 ug/ml de citocalasina B (Sigma) para bloquear a diviséo
citoplasmatica. Apds novo periodo de 28 h a 37°C, procedeu-se a hipotonizacdo (KCI
0,075M, gelado) e fixacdo das células (trés lavagens sucessivas em solucdo de

metanol/acido acético, 5:1). A suspensdo resultante foi gotejada em laminas limpas e
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deixadas secar a temperatura ambiente para serem coradas com solucdo de Giemsa 5%,

por 7 minutos.

3.3.2 Células da mucosa bucal

As células da mucosa bucal dos pacientes foram igualmente coletadas em 3
periodos: antes do inicio da Rxt, entre a 3% e a 4% semana do tratamento e, em média, 9
semanas apos o término da terapia. De cada paciente foram coletadas, separadamente,
amostras de células da mucosa jugal direita e esquerda, utilizando-se espatula de
madeira (abaixador de lingua) umedecida em soro fisiologico. A raspagem da mucosa
foi realizada de modo a obter células da camada intermediéria. O material coletado foi
transferido para tubos de centrifuga, devidamente rotulados e contendo 5 ml de soro
fisioldgico, mantidos em caixa de “Isopor®” com gelo e transportado para o laboratorio
para processamento das células de acordo com a técnica descrita por SARTO et al.
(1987) e modificada por BERLIEN et al. (1995), para avaliagdo de microntcleo. A
suspensdo de células resultante foi gotejada em laminas limpas, e deixada secar a
temperatura ambiente para ser corada pelo método de Feulgen.

Para o grupo controle foi coletada apenas uma amostra fazendo-se um pool de
células esfoliadas da mucosa bucal direita e esquerda, diferentemente do grupo de
estudo, em que as celulas obtidas de cada um dos lados foram analisadas

separadamente.
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3.4 Analise de micronucleo

Para avaliagdo da freqiiéncia de micronucleo foram analisados 1000 linfécitos
binucleados por coleta/individuo. Para células esfoliadas da mucosa bucal, na primeira
e terceira coletas foram analisadas 2000 células (1000 para cada lado), na segunda, que
correspondeu ao periodo durante o tratamento com a radiacdo, foram analisadas 4000
células (2000 para cada lado) com o objetivo de detectar possiveis diferencas nas
frequéncias de micronucleo dependentes do local de maior incidéncia da radiacao.
Todas as laminas foram analisadas em teste cego em microscopio de luz, com aumento
de 400 vezes.

De acordo com EASTMOND & TUCKER (1989), o indice mitético foi calculado
pela formula:

NDI= M1+ (2 X M2) + (3 X M3) + (4 X M4)
N

Em que:
M1, M2, M3 e M4 = nimero de células com 1, 2, 3, 4 nlcleos, respectivamente;
N = namero total de células

As Figuras 3 e 4 mostram, respectivamente, linfocitos binucleados e células da

mucosa bucal, ambos apresentando microndcleo.
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Figura 3 - Fotomicrografia mostrando linfdcitos binucleados. Nos destaques linfocitos com
micronucleo. Aumento 400 X.

Figura 4 — Fotomicrografia mostrando células da mucosa bucal; a seta indica a presenca de
micronucleo. Aumento de 400 X.
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3.5 Citologia da mucosa bucal

Para avaliacdo citoldgica da mucosa bucal foram utilizadas as mesmas laminas da
analise de microndcleo, considerando para diagndstico a morfologia celular, relacdo
nucleo/citoplasma, atipias nucleares, mitoses atipicas e padrdo de cromatina. O
diagnostico foi dado como normal (sem alteracdo), inflamatorio (presenca de células
inflamatdrias, polimorfonucleares), atipico-suspeito para neoplasia e atipico-neoplasico;
estes dois ultimos baseados no aumento da relagdo nucleo/citoplasma, mitoses atipicas,

irregularidade nuclear e padrdo grosseiro da cromatina nuclear.

3.6 Anélise estatistica

Os testes estatisticos para comparacdo das freqliéncias de microndcleo entre as
coletas e entre os grupos de estudo e o controle foram o de Wilcoxon e Friedman
quando se tratavam de amostras dependentes, Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney para
amostras independentes (CURI, 1997) . O nivel de significancia adotado foi p<0,05.

A fim de avaliar o efeito das diferentes doses de radiacdo utilizadas para os
diferentes tipos de neoplasias, foi necessario agrupar os pacientes por faixa de dose
recebida durante ou no periodo total do tratamento. Isto foi feito para tornar possivel a
anélise estatistica dos dados uma vez que o tamanho da amostra de individuos com uma
Unica dose ndo seria suficiente para que os testes pudessem ser aplicados. Assim, 0s
pacientes foram divididos em trés grupos para a avaliacdo do efeito da radiacdo durante

0 tratamento, a saber: 1) os que receberam doses < 2600 cGy; 2) aqueles tratados com
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doses entre 2700 até 3500 cGy; 3) e aqueles que receberam doses > 3500 cGy. Para o
efeito apos o término da radioterapia os pacientes foram distribuidos em dois grupos: 1)
com doses < 6100 cGy; 2) com doses > 6100 cGy.

Mesmo procedimento foi adotado nas avaliagdes referentes ao efeito do cigarro
(ndmeros de cigarros/dia), idade e tempo de coleta das amostras celulares apds o
término da radioterapia.

A assessoria estatistica foi prestada pelo Prof. Dr. Paulo Roberto Curi, professor
aposentado da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia UNESP, Campus de

Botucatu.
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4. RESULTADOS

Serdo descritos os parametros que mostraram diferencas estatisticamente
significativas ou biologicamente relevantes entre os grupos estudados. Os resultados
individuais dos pacientes com neoplasia maligna de cabeca e pescogo estdo
apresentados na Tabela XVIII (APENDICE).

Com relacgéo a frequéncia de células micronucleadas na mucosa bucal, como néo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o lado direito e o
esquerdo, isto €, entre o local de maior incidéncia de radiacdo e o lado oposto, os dados
foram agrupados.

A Tabela IV apresenta as frequéncias de células micronucleadas no sangue
periférico e na mucosa bucal de individuos sem neoplasias (grupo controle) e de
pacientes com cancer de cabeca e pescoco, antes da radioterapia. Os resultados
mostraram que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos, mesmo

quando os pacientes sdo distribuidos de acordo com o estadio do tumor.
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Tabela IV — Frequéncia de células micronucleadas (MN) no sangue periférico e na
mucosa bucal de individuos sem neoplasia (grupo controle) e de pacientes com cancer
de cabeca e pescoco, distribuidos de acordo com o estddio do tumor (antes da
radioterapia).

SANGUE MUCOSA BUCAL
GRUPOS MN MN
N° células ------m-mmemmee Ne° celulas mmmmmommeeeoooo-
analisadas No % | analisadas N- %
Controle 13490 46 0,34 33727 15 0,04
(n=15) (n=17)
Pacientes antes do 30000 67 0,22 62000 49 0,08
tratamento (n=30) (n=31)
Estadiol e 1l1? 6000 12 0,20 12000 5 0,04
(n=6) (n=6)
Estadio 111 10000 24 0,24 22000 17 0,08
(n=10) (n=11)
Estadio IV 14000 31 0,22 28000 27 0,10
(n=14) (n=14)

 — Devido ao pequeno tamanho das amostras, os dados dos estadios I e 1l foram agrupados. Teste de
Mann-Whitney para duas amostras independentes: ndo ha diferenca significativa entre 0s grupos
(controle x pacientes antes do tratamento); p>0,10. Teste de Kruskall Wallis para amostras
independentes: ndo ha diferenca significativa entre os grupos (controle x estadios | e Il x estadio 111 x

estadio 1V); p>0,10.

Na Tabela V sdo apresentadas as frequiéncias de células micronucleadas, antes,
durante (na 3% ou 4* semana do tratamento) e ap6s (30 a 322 dias) a radioterapia, em
pacientes agrupados independentemente do estddio da neoplasia. Os resultados
mostram que ha aumento na freqiiéncia de células com MN, tanto em sangue periférico
como em mucosa bucal, durante o tratamento, indicando efeito mutagénico da radiacao

ionizante nas doses utilizadas. Os dados mostram, tambem, que a freqliéncia de
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microndcleo manteve-se elevada apds o término de exposicdo a radiacdo, somente em

linfocitos.

Tabela V — Frequéncia de celulas micronucleadas (MN) em sangue periférico e mucosa bucal
de pacientes com neoplasia de cabeca e pescoco, antes, durante e apds a radioterapia.

SANGUE MUCOSA BUCAL
GRUPOS MN MN
N° células ---------mmmommmee- N° células ---------ommeme-
analisadas Ne % analisadas Ne %
Antes 23000 43 0,19% 52000 44 0,08%
(n=23) (n=26)
Durante 23000 699 3,04P%x 103304 238 0,23%*
(n=23) (n=26)
Apds 14143 709 3,08+ 52000 86 0,16%
(n=23) (n=26)

Teste de Friedman para amostras dependentes; ®° letras diferentes indicam diferenca estatistica

entre os grupos; p<0,05", "~ p<0,01.

Quando se considerou o tempo de coleta das amostras celulares apos o término

da radioterapia (<60 dias e > 60 dias), os resultados mostraram que, em linfocitos o

aumento da frequéncia de células com microndcleos persistiu até 9 semanas apos 0

tratamento (> 60 dias) (Tabela V1).
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Tabela VI- Frequéncia de células micronucleadas (MN) em sangue periférico e mucosa
bucal de pacientes com cancer de cabeca e pescoco distribuidos de acordo com o tempo
de coleta do material biol6gico apds o término da radioterapia.

SANGUE MUCOSA BUCAL
GRUPOS MN MN
N-celulas ~ --------m-mmmomee- N-células  --------------------
analisadas N° % analisadas N° %

<60 dias

(48 £ 8)

Antes 16000 28 0,18 34000 35 0,10
(n=16) (n=17)

Durante 16000 543 3,39** 67304 174 0,26*
(n=16) (n=17)

Apds 15136 624 4,12 ** 33607 57 0,17
(n=16) (n=17)

> 60 dias

(122 + 79)

Antes 9000 19 0,21 20000 12 0,06
(n=9) (n=10)

Durante 9000 179 1,99*%* 40000 66 0,16
(n=9) (n=10)

Apbs 8000 146 1,82*%* 20000 29 0,14
(n=9) (n=10)

Teste de Friedman para amostras dependentes; * p<0,05; ** p<0,01.

A Figura 5 apresenta as frequéncias de células micronucleadas em grupos de
pacientes distribuidos de acordo com as faixas de dose de radiacdo recebidas (< 2600
cGy, 2600 - 3500 cGy e > 3500 cGy). Observa-se que todas as doses induziram
aumento na frequéncia de células micronucleadas no sangue periférico, mas ndo na
mucosa bucal onde as doses mais altas ndo apresentaram tal efeito. No entanto, quando
0s trés niveis de dose foram comparados entre si, ndo foram observadas diferencas

significativas na inducdo de micronucleo, tanto em linfocitos como em células da
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mucosa bucal (Tabela VII). Resultado semelhante foi observado para as duas faixas de
dose de radiacdo recebidas até o final do tratamento (< 6100 cGy e > 6100 cGy).
Embora ambas tenham induzido aumento de células micronucleadas no sangue, mas
ndo na mucosa bucal (Figura 6), ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os efeitos induzidos pelos dois niveis de dose. Neste caso, no entanto, foi
observado um decréscimo significativo no indice mitético de linfécitos para a faixa de

dose mais alta (Tabela VIII).

B Antes
[l Durante

Sangue Mucos Sanau Mucos Sand Mucos
< 2600 até 3500 > 3500

Figura 5—- Frequéncia de células micronucleadas em pacientes com cancer de cabeca e
pescoco, antes e durante o tratamento com trés niveis de dose de radiacdo ionizante;
*

p<0,05.
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Tabela VII - Frequéncia de células com microndcleo (MN) em sangue periférico e
mucosa bucal de pacientes com neoplasia de cabeca e pescoco, distribuidos de
acordo com a dose de radiacdo recebida durante o tratamento.

SANGUE MUCOSA BUCAL

GRUPOS MN ) MN

N° células  -----mmmmmmmmmmmeeee Indice N° células ------=mmmmm-

analisadas N° % mitético analisadas N° %
< 2600 cGy 9000 248 2,76 1,53 35304 77 0,22
(2007 + 420) (n=9) (n=9)
2600 - 3500 cGy 10000 302 3,02 1,35 21526 106 0,49
(2996 + 308) (n=10) (n=10)
> 3500 cGy 10000 329 3,29 1,44 52000 90 0,17
(4518 + 630) (n=10) (n=13)

Teste paramétrico de Kruskal Wallis para amostras independentes: ndo ha diferencga significativa
entre os grupos; p>0,10

%

4,0_ +

: * % B Ante
3,01 = B Durant

| O Apo
2,01
1,01

| *
0,0-

Sangue Mucosa Sangue Mucosa
<6100 >6100

——

Figura 6 — Freqliéncia de células micronucleadas em pacientes com céncer de cabeca e
pescogo,antes, durante e apds o tratamento com dois niveis de dose de radiacao ionizante; *
p <0,01.
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Tabela VIII — Freqiiéncia de células micronucleadas (MN) em sangue € mucosa
bucal de pacientes com neoplasia de cabeca e pescoco apos a radioterapia com

diferentes doses totais de radiagéo.

SANGUE MUCOSA BUCAL

GRUPOS MN MN

Ne células ~ ------------ indice N (7] - ————

analisadas N° %  mitético  |analisadas N° %
<6100 cGy 14636 515 3,52 1,432 32000 39 0,12
(5830 + 414) (n=16) (n=16)
> 6100 cGy 10500 318 3,02 1,19b* 11607 47 0,40
(6744 + 442) (n=11) (n=11)

Teste de Mann-Whitney para duas amostras independentes: ndo ha diferenca significativa
entre 0s grupos, com relacdo a frequéncia de células micronucleadas; p>0,10. 2 |etras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos; * p<0,05.

Além da freqiiéncia de células com micronucleo, foi avaliado em, sangue

periférico, 0 nimero de micronucleos por célula, antes, durante e ap6s a terapia com

diferentes doses de radia¢do. O resultado mostrou que, antes do tratamento, todas as

células apresentavam apenas um microndcleo (razdo MN/célula = 1,0) e que,

durante e apos a radioterapia, embora tivessem sido detectadas células com 2, 3 e 4

micronucleos, as freqiiéncias ndo foram estatisticamente diferentes entre as doses de

radiacdo (Tabela 1X).
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Tabela 1X- Distribuicdo e freqiiéncia de micronicleos (MN) por linfdcitos
micronucleados em pacientes com neoplasia de cabeca e pescoc¢o, antes, durante e
apos a radioterapia.

% de células com

Periodo de terapia/ Células Células

Dose de radiagdo analisadas com MN IMN  2MN 3MN 4 MNRazdo MN/
Célula

30000 67 0,22 0 0 0 1,0

Antes (n=30)

Durante

< 2600 cGy 5500 171 89,5 7,6 23 0,6 1,14

(2007+ 420) (n=9)

2600 - 3500 cGy 5500 192 87,0 11,5 0,5 1,0 1,16

(2996 + 308) (n=10)

> 3500 cGy 5500 232 87,1 12,5 0,4 0 1,13

(4518 + 630) (n=10)

Apbs

<6100 cGy 8000 353 79,0 17,6 2 14 1,26

(5830 + 414) (n=16)

>6100 cGy 5500 203 83,2 11,8 4 1 1,23

(6744 + 442) (n=11)

Com relagdo ao sexo, ndo foram observadas diferencgas estatisticamente
significativas entre as freqiiéncias de células com micronlcleo para o0s trés
momentos de coleta do material biologico (antes, durante e apds a radioterapia), 0
que permitiu que os resultados dos pacientes masculinos e femininos fossem

agrupados para todas as anélises (Tabela X).



Resultado 3%

Tabela X - Freguéncia de células micronucleadas (MN) em sangue periférico e
mucosa bucal de pacientes com neoplasia de cabeca e pescoco, distribuidos de
acordo com 0 sexo, antes, durante e ap6s a radioterapia.

SANGUE MUCOSA ORAL
COLETAS SEXO MN
MN .
N°celulas  ------------------
N°células ----------m-m-moe- analisadas Ne° %
analisadas N° %
ANTES Masculino 25000 56 0,22 52000 33 0,06
(n=25) (n=26)
Feminino 6000 11 0,18 12000 17 0,14
(n=6) (n=6)
DURANTE Masculino 24000 777 3,24 102830 244 0,24
(n=24) (n=26)
Feminino 6000 144 2,40 24000 29 0,12
(n=6) (n=6)
APOS Masculino 19636 707 3,60 41607 65 0,16
(n=21) (n=21)
Feminino 6000 126 2,10 12000 21 0,18
(n=6) (n=6)

Teste de Mann-Whitney para duas amostras independentes: masculino x feminino ( nas coletas antes, durante
e apo6s a radioterapia); ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos; p>0,10.

Quando foi avaliada a frequéncia de células com micronucleo nos grupos,
controle, de pacientes fumantes e ndo fumantes, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre eles, muito embora, o nimero de individuos no
ultimo grupo tenha sido muito pequeno. Alem disso, ndo foram também observadas
alteracdes nas freqiiéncias de células micronucleadas, durante e apds o tratamento,

considerando a quantidade de cigarros fumados por dia, isto €, ndo houve efeito
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potencializador dependente do nimero de cigarros/dia, sobre os danos induzidos

pela radiacdo ionizante nos pacientes com cancer de cabeca e pescoco (Tabela XI).

Tabela XI - Frequéncia de células micronucleadas (MN) em sangue periférico e
mucosa bucal de pacientes com neoplasia de cabeca e pesco¢o, de acordo com 0

consumo de cigarro/dia.

SANGUE MUCOSA ORAL
GRUPQS/ NUmero de MN i MN
COLETAS  cigarros/dia N°células ------- wmnmmnonena N- células smmomeennmonnenoo
analisadas N- % |analisadas N- %
Controle! 10a40 13490 46 0,34 33727 15 0,04
(n=15) (n=17)
Pacientes 0 3000 5 0,17 6000 2 0,03
nédo (n=3) (n=3)
fumantes
Pacientes
fumantes
Antes 2 <20 14000 35 0,25 30000 25 0,08
(n=14) (n=15)
>30 14000 27 0,19 28000 23 0,08
(n=14) (n=14)
Durante’ <20 15000 558 3,72 58830 126 0,21
(n=15) (n=15)
> 30 12000 293 2,44 56000 131 0,23
(n=12) (n=14)
Apos® <20 9959 403 4,04 22000 37 0,17
(n=11) (n=11)
>30 13793 377 2,73 27607 48 0,17
(n=14) (n=14)

! Teste paramétrico de Kruskal Wallis para amostras independentes: nao ha diferenca significativa entre os
grupos (controle x pacientes ndo fumantes x pacientes fumantes, antes do tratamento); p>0,10. 2 Teste de
Mann-Whitney para duas amostras independentes: < 20 X > 30 cigarros/dia, antes, durante e apds o
tratamento; n&o hé diferenca estatisticamente significativa entre os grupos; p>0,10.
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A Tabela XII apresenta as freqiiéncias de células com microndcleo antes,
durante e apo6s o tratamento nos pacientes distribuidos de acordo com a idade no
momento do diagnostico (< 60 e > 60 anos). Pode-se observar que em todos os
momentos da avaliacdo a idade ndo interferiu na quantidade de células
micronucleadas.

Tabela XII — Freqiiéncia de células micronucleadas (MN) em sangue periférico e mucosa
bucal, antes, durante e ap0s a radioterapia, em pacientes com neoplasia de cabeca e
pescoco, distribuidos em duas faixas etarias (< 60 e > 60 anos).

SANGUE MUCOSA BUCAL
GRUPOS MN MN
NG 1] T —— R [F] T —
analisadas N° % analisadas N° %
Antes
< 60 anos 14000 28 0,20 34000 39 0,11
(n=14) (n=17)
> 60 anos 11000 19 0,17 20000 8 0,04
(n=11) (n=10)
Durante
< 60 anos 14000 427 3,05 67304 158 0,24
(n=14) (n=17)
> 60 anos 11000 295 2,68 40000 82 0,20
(n=11) (n=10)
Apo6s
< 60 anos 13293 396 2,98 33607 47 0,14
(n=14) (n=17)
> 60 anos 9843 374 3,80 20000 39 0,19
(n=11) (n=10)

Teste de Mann-Whitney para duas amostras independentes: ndo ha diferenca significativa entre os grupos; p>0,10.

A Figura 7 mostra a freqiéncia de celulas micronucleadas em pacientes
agrupados de acordo com o estadio clinico do tumor, antes, durante e apos a

radioterapia. Em todos os grupos foram observados aumentos significativos nas
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freqiiéncias de linfocitos micronucleados durante e apds o tratamento. Contudo,
quando foram comparadas as freqiiéncias de células com microndcleo entre os
diferentes grupos, observou-se que durante o tratamento, os pacientes com tumor
estddio Il apresentaram freqiiéncia levemente aumentada de linfocitos
micronucleados com relacdo aos pacientes com tumor estadio V. Nenhuma
diferenca estatisticamente significativa foi observada na mucosa bucal e em relacéo

ao indice mitotico em linfocitos (Tabela XII1).

Sangue  Mucosa  Sangue Mucosa  Sangue Mucosa  Sangue  Mucosa

Estadi Estadio Estadio Estadio
H Antes B Durante O Apés

Figura 7 — Frequiéncia de células micronucleadas em pacientes com tumor de cabeca
e pescoco, em diferentes estadios clinicos, antes, durante e apds a radioterapia;
*p<0,01.
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Tabela XIII - Freqiiéncia de células micronucleadas (MN) em sangue periférico e
mucosa bucal de pacientes com neoplasia de cabeca e pescoco, distribuidos de
acordo com o estadio do tumor, durante e apds a radioterapia.

SANGUE MUCOSA BUCAL
GRUPOS o MN 0 MN
(dose médiade  N-células el indice N-células  ----- =mmomennnooes
radiacao) analisadas N- % mitético | analisadas N- %
Estadio I e II? 6000 181 3,022P 1,32 24000 41 0,17
(3927 + 929) (n=6) (n=6)
Estadio Il 11000 459 4,17 1,50 43526 116 0,27
(3533 + 1319) (n=11) (n=11)
Estéadio IV 12000 270 2,25° 1,38 55304 114 0,20
(2693 + 852) (n=12) (n=14)
Estadio l e Il 5000 142 2,84 142 10000 18 0,18
(6344 + 462) (n=5) (n=5)
Estadio Il 7793 375 4,81 1,40 16000 37 0,23
(6195 + 501) (n=8) (n=8)
Estéadio IV 11343 284 2,50 1,32 25607 31 0,12
(6198 + 758) (n=13) (n=13)

% — Devido ao pequeno tamanho das amostras, os dados dos estadios | e Il foram
agrupados. Teste paramétrico de Kruskal Wallis para amostras independentes, *°- letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos; * p<0,05.

A Figura 8 mostra as freqiiéncias de células micronucleadas em sangue e
mucosa bucal de pacientes distribuidos de acordo com o tamanho do tumor (T1+ T,
Ts e T,), antes, durante e apés a radioterapia. Os resultados mostraram aumentos nas
frequéncias de linfocitos micronucleados nos 3 grupos de pacientes, durante e apds
0 tratamento, muito embora, em mucosa bucal, tenha sido observada apenas uma

tendéncia de aumento nos pacientes Ts, durante a terapia. No entanto, quando foram
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comparados os resultados dos 3 grupos, observou-se que, com excecdo dos
pacientes T3 que antes do inicio do tratamento apresentavam freqiiéncia aumentada
de células micronucleadas na mucosa bucal, ndo houve diferenca significativa na
inducdo de microndcleo pela radiacdo, dependente do tamanho do tumor (Tabela

XIV).

Sangu Mucos Sangu Mucos Sangu Mucos

T.+T, Ts Ta

O Antes m Durante O Apés
=
Figura 8 - Freqiiéncias de células micronucleadas em sangue e mucosa bucal dos pacientes com

neoplasia, divididos de acordo com o tamanho do tumor (Ty, T,, Tz e Ty), antes, durante e apds a
radioterapia; *p<0,01, #0,05<p<0,10.
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Tabela XIV - Freqliéncia de células micronucleadas (MN) em sangue periférico e mucosa
bucal de individuos sem neoplasia (grupo controle) e de pacientes com cancer de cabeca e
pescoco, distribuidos de acordo com o tamanho do tumor, antes, durante e ap0s a
radioterapia.

SANGUE MUCOSA BUCAL
GRUPOS . MN MN
N-células  ----ome--moooeeoe- NS células
i ° o, | "N LElUas o mmmmm ST
analisadas N % Analisadas N %
Controle 13490 46 0,34 33727 15 0,04
(n=15) (n=17)
T+ T2 10000 21 0,21 20000 7 0,04?
(n=10) (n=10)
Ts 7000 18 0,25 16000 17 0,120
(n=7) (n=8)
Ts 12000 24 0,20 24000 25 0,112°
(n=12) (n=12)
T+ T,° 7000 196 2,80% 32000 61 0,19
(3983 + 1016) (n=7) (n=8)
T3 6000 259 4,32% 24000 76 0,32
(3747 + 1478) (n=6) (n=6)
Ta 10000 244 2,44° 43304 89 0,21
(2566 + 830) (n=10) (n=11)
T+ T,2 7000 273 3,90 15607 6 0,23
(6243 + 416) (n=7) (n=8)
Ts 5793 244 4,21 12000 23 0,19
(6263 + 572) (n=6) (n=6)
T, 8343 192 2,30 22000 24 0,11
(6118 + 857) (n=10) (n=11)

% — Devido ao pequeno tamanho das amostras, os dados de T; e T, foram agrupados. T;.
tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao; T,-tumor com mais de 2 cm até 4 cm
;T3 -tumor com mais de 4 cm ; T, tumor que invade estruturas adjacentes. Teste ndo
paramétrico de Kruskal Wallis para amostras independentes, * - letras diferentes indicam
diferencas significativas entre 0s grupos; * p<0,05; # 0,05<p<0,10.
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Na Tabela XV sdo apresentadas as freqiiéncias de celulas micronucleadas

em sangue periférico e mucosa bucal dos pacientes distribuidos de acordo com a

presenca ou ndo de metédstase em linfonodos regionais, antes, durante e apds a

radioterapia. Os resultados mostram que ndo ha diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos, tanto em linfécitos como em células da mucosa bucal,

em todos os momentos de analise.

Tabela XV - Frequéncia de células micronucleadas (MN) em sangue periférico e mucosa
bucal de individuos sem neoplasia (grupo controle) e de pacientes com cancer de cabeca e
pescoco, com e sem metastase em linfonodos regionais, antes, durante e apds a
radioterapia.

SANGUE MUCOSA BUCAL
GRUPOS MN MN
N-celulas  ----------mmomom- N-celulas  ----------m-moeme-
analisadas N- % analisadas N- %
Controle 13490 46 0,34 33727 15 0,04
(n=15) (n=17)
Antes
Pacientes Ny 17000 37 0,22 34000 24 0,07
(n=17) (n=17)
Pacientes N* 13000 30 0,23 28000 15 0,05
(n=13) (n=14)
Pacientes Ny 14000 394 2,80 55304 109 0,20
(n=14) (n=14)
Pacientes N* 10000 317 3,17 48000 129 0,27
(n=10) (n=12)
Pacientes Ng 12500 407 3,26 28000 36 0,13
(n=14) (n=14)
Pacientes N* 9636 331 3,44 23607 50 0,21
(n=10) (n=12)
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No e N* respectivamente, auséncia de metastase e presenca de metéastase em linfonodos
regionais. Teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis para amostras independentes: ndo ha
diferenca significativa entre os grupos: p>0,10.

A andlise citopatologica da mucosa bucal mostrou apenas a presenca de processos
inflamatdrios nucleofilicos, observados em 53% dos pacientes durante e 18 % apds o

término do tratamento (Tabela XVI). Antes da terapia nenhuma alteracdo foi observada.

Tabela XVI — Resultado da anélise citopatoldgica da mucosa bucal de pacientes com
neoplasia maligna de cabeca e pescoco, durante e ap0s a radioterapia.
Presenca de Neutrofilos

0 + ++
Pacientes N- % N- % N- %
Durante 15 46,9 12 37,5 5 15,6
(n=32)
Apds 22 81,5 5 18,5 0 0
(n=27)

0, +, ++ : ausente, poucos e muitos neutrofilos, respectivamente.
Todos os resultados do estudo estdo apresentados de forma resumida na Tabela

XVII.
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Tabela XVII — Resumo dos resultados das andlises estatisticas nas diferentes
varidveis consideradas para a avaliacdo dos efeitos mutagénicos (inducdo de
micronucleo) da radioterapia em linfocitos e células da mucosa bucal.

NuUmero de Nivel de
Variaveis Grupos individuos  significancia Observacao
(p)°*
Neoplasia Nao 15
Sim 30 p>0,10
Radioterapia Antes 23
Durante 23 p < 0,05* * mucosa bucal
Apo6s 23 p <0,01** (durante)
** sangue (durante e
apos)
Dose parcial <2600 cGy 9
(durante 2600 a 3500 cGy 10 p>0,10
tratamento) >3500 cGy 13
Dose total
(final do <6100 cGy 16
tratamento) >6100 cGy 11 p>0,10
Sexo Masculino 26
Feminino 6 p>0,10
Tabagismo N&o tabagista 3
Tabagista 29 p>0,10
(cigarros/dia)
(£20) 15 p<0,10
(=30) 14
Idade < 60 anos 17
> 60 anos 15 p>0,10
Estadio do
tumor I+ 11 6
Il 11 p>0,10
v 14
Tamanho do
tumor T+ T, 10 p < 0,05* *T3>T+T,
em mucosa bucal,
antes do tratamento
T3 7 p>0,10
T, 12
Metastase Né&o 17
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Sim 13 p>0,10

8- p<0,05ep < 0,01 indicam diferenca significativa; p > 0,10 indica diferenca ndo significativa.



Discussdo 48

5. DISCUSSAO

Os avangos cientificos e tecnologicos, particularmente no campo da oncologia
médica, tém permitido aos profissionais buscar novas técnicas terapéuticas, com efeitos
colaterais reduzidos e, portanto, com menor risco para o desenvolvimento de anomalias
secundarias, relacionadas ao tratamento.

Nesse contexto, este estudo foi delineado visando obter informagfes que
pudessem contribuir para o conhecimento dos efeitos secundarios da radioterapia. Desta
forma, e considerando que as alteracBes genéticas estdo intimamente relacionadas ao
desenvolvimento do cancer e que a quantificacdo de lesées no DNA pode servir como
um indicador para o risco carcinogénico, o objetivo principal do estudo foi avaliar o
efeito mutagénico (clastogénico) das doses de radiacao ionizante utilizadas na terapia de
neoplasias malignas de cabeca e pescogo.

Uma das dificuldades encontradas para a realizacdo deste trabalho, foi o retorno
dos pacientes para a coleta do material bioldgico, principalmente apds o término do
tratamento, quando seria avaliada a persisténcia ou ndo das alteracdes geneéticas
induzidas pela radioterapia.

O teste do micronicleo em linfocitos de sangue periférico, ap6s o bloqueio da
citocinese com a citocalasina B, tem mostrado ser uma técnica sensivel para quantificar
alteracdes cromossémicas induzidas por agentes mutagénicos (FENECH et al., 1990).
Desta forma, o teste vem sendo utilizado como um biomarcador para pacientes com
cancer, com potencial para prever a radiosensibilidade individual e identificar aqueles
individuos com maior risco de desenvolver efeitos radioinduzidos (FENECH et al.,
1990; FENECH, 1993; THIERENS et al., 1996; CATENA et al., 1996).

Do mesmo modo, o teste do microntcleo em células esfoliadas de tecidos
epiteliais é bastante utilizado, pois apresenta a vantagem de nao necessitar de estimulos
proliferativos para manifestacdo dos danos e por refletir eventos genotdxicos que
ocorreram diretamente nas células da camada basal, em divisdo (TOLBERT et al,

1991). No entanto, 0 teste em celulas e
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lamatorios. Antes do inicio do tratamento, nenhuma alteracédo citoldgica foi observada
nos pacientes com neoplasia de cabeca e pesco¢o. Quando a avaliagdo foi realizada
durante e apds a radioterapia, 53% e 18% dos pacientes, respectivamente, apresentaram
processos inflamatdrios. Este resultado esta de acordo com o esperado, pois o estimulo
de células inflamatodrias faz parte dos efeitos orais causados pela radioterapia (SONIS,
1989).

A maior parte das complicagcGes orais provocadas pela radioterapia de tumores de
cabeca e pescoco é causada por mudancas teciduais locais. Devido a alta capacidade de
multiplicacdo, as células do epitélio bucal sofrem intensamente os efeitos diretos e
indiretos da radiagdo. A mucosite, por exemplo, que eventualmente pode levar a atrofia
da mucosa, é ocasionada pela diminuicdo da renovacéo celular a qual d& origem a uma
intensa resposta inflamatdria, que rapidamente leva a exposicdo do cérion subjacente da
mucosa, causando intensa sintomatologia dolorosa e predispondo os tecidos bucais a
infeccBes secundarias oportunistas, como Candida albicans. A severidade da mucosite
depende da dose, duracdo e campo da irradiacdo, e inicia-se com eritema, seguido de
uma diminuicdo da coloragdo da mucosa e descamacdo. Em aproximadamente trés
semanas a mucosa torna-se fina, vermelha e friavel devido a um desequilibrio entre
morte celular e capacidade de proliferacdo. Sua incidéncia é maior na porgdo nédo
queratinizada da mucosa como bochechas, labios, palato mole, superficie ventral da
lingua e assoalho da boca (SONIS, 1989; WHITMYER et al., 1997).

No que diz respeito a lesdes citogenéticas, a literatura tem mostrado um aumento
na incidéncia de alteragdes em pacientes com neoplasias malignas, sem que tenham se
submetido a qualquer forma de tratamento. Além disso, freqiiéncias aumentadas de
aberracBes cromossémicas estruturais tém sido identificadas em familias com alta
incidéncia de cancer (VENOLE et al., 1988).

No presente estudo, antes da radioterapia, ndo foram observadas diferencas
significativas nas frequéncias de células micronucleadas na mucosa bucal e em sangue
periférico de individuos com tumores malignos de cabeca e pescoco, quando

comparados a um grupo controle (sem neoplasia). Alguns autores relataram resultados
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semelhantes, ndo observando nenhum aumento na frequéncia de cromossomos
dicéntricos em sangue periférico de pacientes com linfoma de Hodghin ou cancer
cervical (DIENER et al., 1988; KLEINERMAN et al., 1989).

Por outro lado, VENKATACHALAM et al. (1999) avaliando 25 pacientes com
diferentes tipos de neoplasias e que ndo haviam se submetido a nenhum tipo de terapia,
observaram aumento de 13 vezes na frequéncia de cromossomos dicéntricos e de 5
vezes na de cromossomos acéntricos e microndcleos, quando comparadas a de um
grupo controle. Os autores atribuiram este aumento a instabilidade cromossdémica, a
agentes virais e/ou a combinacdo de ambos. ANTONIE et al. (1981) tambeém
observaram aumento na frequiéncia de cromossomos dicéntricos em linfocitos de sangue
periférico de pacientes com cancer cervical.

Resultado semelhante foi relatado por DUFFAUD et al. (1999) quando
compararam a freqiiéncia de micronucleo em linfdcitos de pacientes com neoplasia
maligna de cabeca e pescoco, e que ndo fumavam, com a freqiiéncia observada em
individuos saudaveis, também ndo fumantes. Os autores relacionaram o aumento de
microndcleo nos pacientes as lesdes celulares e danos genéticos associados a neoplasia e
ao stress oxidativo resultante das inflamag6es cronicas envolvidas no desenvolvimento
do cancer. Contudo, os mesmos autores observaram que entre pacientes fumantes e
individuos saudaveis, também fumantes, ndo havia diferenca na freqiéncia de
micronucleo, e que o numero de cigarros fumados por dia ndo apresentava relacdo com
a fregliéncia de danos nos pacientes com cancer. Esses ultimos resultados concordam
com 0s obtidos no presente estudo, no qual 90,6% dos pacientes e 100% do individuos
controle eram fumantes. Desta forma, as alteracdes genéticas que poderiam estar mais
presentes nos pacientes com neoplasia, diferindo-os dos individuos controle, podem ter
sido mascaradas pelo efeito mutagénico do cigarro, que também afetou o grupo
controle. E bastante conhecida e documentada a acdo genotoxica do cigarro em
individuos saudaveis (AU et al., 1991; TOMANINI et al., 1991; XUE, 1992).

No que diz respeito a relagdo entre a quantidade de cigarros fumados por dia e a

freqiiéncia de micronucleo, antes, durante ou apds a radioterapia, também nédo foi
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identificado efeito potencializador dependente do ndmero de cigarros fumados por dia
(Tabela XI).

ZWINGMANN et al. (1999), avaliando danos oxidativos no DNA e as fregiiéncias
de micronucleo e mutacdo no gene hprt, em 23 pacientes (17 homens e 6 mulheres) com
cancer em varios 6rgdos, antes e uma semana ap0s o tratamento radioterapico,
observaram que o habito de fumar ndo interferia nos niveis de danos oxidativos antes do
tratamento, embora, ap0s a irradiacdo 0s niveis de 8-oxo-dG tenham sido
significativamente maiores em fumantes que em ndo fumantes. Por outro lado, o cigarro
ndo teve efeito sobre as frequéncias de mutagcdes no gene hprt e de microndcleos tanto
antes como apos a radioterapia. No entanto, os autores discutem que este resultado pode
ter sido prejudicado pelo pequeno nimero de individuos avaliados.

A literatura tem mostrado correlacdo entre tabagismo e a frequéncia de
micronlcleo em células esfoliadas da mucosa bucal. STICH & ROSSIN (1983)
observaram aumento de micronicleos em mucosa apenas de individuos nos quais o
habito de fumar estava associado a ingestdo de bebidas alcodlicas. Em individuos que
somente fumavam ou que apenas ingeriam bebidas alcoolicas, a freqléncia de
microndcleo foi semelhante a de um grupo controle (que ndo fumava nem bebia).

Quando se considerou apenas o efeito da radioterapia, sem agrupar os pacientes
de acordo com alguma variavel, observou-se que, independente da dose, ocorria um
aumento na freqliéncia de células micronucleadas no sangue e na mucosa bucal durante
0 tratamento, e que este aumento persistia por 9 semanas ap6s o término da terapia
apenas nos linfocitos (Tabela VI e VII).

A diferenga de resposta entre os linfécitos e as células da mucosa bucal pode ser
atribuida a alguns fatores: 1) como na maioria dos tratamentos o campo de radiacéo era
localizado na regido da face, as células da camada basal da mucosa bucal estavam mais
diretamente expostas a acdo citotoxica do agente e, assim, poderiam morrer antes de
atingir a camada superficial e se esfoliarem; 2) o rapido turn-over do epitélio da
cavidade oral, com novas células sendo continuamente produzidas e migrando para a
superficie pode ter diluido a freqliéncia de células micronucleadas apds o término da

exposicdo; 3) a meia-vida mais longa dos linfdcitos na corrente sangiiinea (em média
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10 anos) e a possibilidade da radiacdo ter atingido tecido hematopoiético, poderiam,
também, explicar a maior freqliéncia de danos observada nessas células.

O acompanhamento de pacientes com espongilite anquilosante 30 anos apés a
radiacdo, levou BUCKTON et al. (1967) a estimar o tempo de vida dos linfocitos em
aproximadamente 1600 dias (meia vida de 3 anos). Foi também documentado, que
alguns linfécitos que contém alteracbes genéticas podem manter-se na circulacdo
periférica por aproximadamente 6 anos (AWA, 1990). RAMALHO et al. (1995) em
estudo realizado com individuos expostos ao *’Cs no acidente de Goiania, verificaram
que para doses de radiacdo acima de 1Gy a meia vida dos linfécitos contendo
aberracdes cromossdmicas instaveis era de 110 dias.

Os linfocitos T de individuos expostos a radiagdo apresentam mutacdes
permanentes, mas que ndo prejudicam a viabilidade celular. A existéncia de alteragdes
cromossomicas associadas a historia de exposi¢édo a radiacbes ionizantes, & um fato bem
documentado. FENECH et al. (1997) avaliaram amostras de sangue de criangas, 5 a 9
anos apoés o acidente nuclear de Chernobyl, e observaram aumento de 2 a 4 vezes na
freqiiéncia de MN em linfécitos quando comparada a de um grupo controle. Aumento
na frequéncia de mutacdo no gene hprt, foi também observada em individuos expostos
ao *¥'Cs, 6 a 14 anos ap6s o acidente radioativo de Goiania (DA CRUZ et al., 1996;
SADDAI etal., 1996; DA CRUZ & GLICKMAN, 1997; SKANDALIS et al., 1997).

GIL et al. (2000), avaliando 19 pacientes com céncer de tiredide, submetidos a
tratamento com **'1 (2590 MBq), observaram aumento de 1,9 vezes na freqiiéncia de
microndcleos e de 3 vezes na de cromossomos dicéntricos em linfocitos, logo apos a
exposicdo e que persistiu até 6 meses apds o término do tratamento. FENECH (1993)
avaliando o efeito da radioterapia em pacientes com varios tipos de cancer observou um
declinio de 90%, 72% e 57% na freqiiéncia de micronucleos, respectivamente, 3, 6 e 12
meses apos o tratamento. Resultados semelhantes foram reportados por RAMIREZ et
al. (1997).

Um aspecto importante a ser considerado na avaliacdo dos efeitos genéticos
relacionados a radiagdo diz respeito a dose. Quando se considerou as doses recebidas

durante o tratamento, nossos resultados mostraram que, em linfocitos, houve aumento
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na frequéncia de danos, nas 3 faixas de doses administradas. No entanto, em celulas da
mucosa bucal esse aumento ocorreu somente nas duas faixas mais baixas (<2600 cGy e
de 2600 a 3500 cGy) (Figura 5). Resultado semelhante foi observado quando se avaliou
a persisténcia dos danos apo0s a terapia. Neste caso, apos a irradiacdo com doses totais
menores ou maiores que 6100 cGy houve aumento na freqiiéncia de linfocitos com
micronlcleo até 9 semanas ap0s o0 término da radioterapia. Em mucosa bucal, no
entanto, apds o tratamento com as doses mais altas (> 6100 cGy) a freqiiéncia de células
micronucleadas foi semelhante a observada antes do tratamento (Figuras 6). Além disso,
ndo foi detectado, nos dois tipos celulares, tanto durante como apds o tratamento,
relacdo dose-resposta na freqiiéncia de células micronucleadas (Tabela V11l e IX) e nem
aumento na razdo micronucleo por célula (Tabela X).

SARTO et al, (1987), avaliaram a freqiiéncia de celulas micronucleadas em
mucosa bucal de dois pacientes com cancer oral submetidos a radioterapia. Os autores
verificaram que a radiacdo gama em doses terapéuticas induziu micronucleos e que,
embora a frequéncia de células micronucleadas aumentasse linearmente com a dose de
radiagdo acumulada, havia uma diminuicdo quando a dose excedia 2000 rad. Os
autores sugeriram que esse resultado seria devido ao efeito citotoxico da radiacdo sobre
as células da camada basal em divisdo, onde teria havido severa reducdo do nimero de
células lesadas com o aumento da dose. Deve ser ressaltado que o valor maximo de
células micronucleadas variou nos dois pacientes, sendo maior naquele que sofria de
mucosite, muito embora, apés 7 a 12 dias do final da radioterapia, a freqiiéncia de
células micronucleadas atingisse praticamente o nivel inicial em ambos os individuos.

No presente trabalho, a auséncia de relagdo dose/resposta tanto para a freqiiéncia
de células com microndcleo como de micronucleos por célula, em linfdcitos, talvez
pudesse ser explicada com base em um limiar de danos que teria sido atingido pelas
doses proximas a 2600 cGy. Estudos tém demonstrado que baixas doses de radiacdo
ionizante, podem levar a uma adaptacdo das células com aumento da eficacia dos
mecanismos de reparo do DNA (WOLFF, 1998).

As respostas adaptativas sdo observadas quando as células tornam-se resistentes

apos exposicOes prévias a baixas doses do mesmo ou de diferentes agentes citotdxicos
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(ODEGAARD et al., 1998). Alguns estudos mostram que a resposta adaptativa requer
uma dose minima que estard na dependéncia da constituicdo genetica do individuo. A
adaptacgéo induzida por baixas doses de radiagdo €, portanto, atribuida & indugdo de um
eficiente mecanismo de reparo, o qual, quando ativado por altas doses, podera reduzir o
nivel de danos (WOLFF, 1998).

A curva de sobrevivéncia celular é usada para demonstrar a relacdo entre dose,
tipo de radiacdo e a fracdo de células que sobrevivem aos efeitos. Para as radiagdes de
baixo LET, como os raios - X e gama, as respostas ndo sdo lineares podendo ser
consideradas como um modelo linear quadratico. O grafico de resposta para esse tipo de
radiacdo apresenta trés fases: a inicial reta, sequida de uma curva e novamente outra
reta. A implicacdo da reta inicial seria que as células com acimulo de danos dirigem-se
para um efeito letal (BRENNER et al, 1996).

STIMSON et al. (1989) mostraram que pacientes com cancer de cabeca e pescogo
expressam fragilidade cromossémica quando suas células sdo expostas, in vitro, a
agentes clastogénicos como a bleomicina. Segundo os autores, 72% dos pacientes
expressaram aumentos de quebras cromossémicas, contra apenas 28% dos individuos
do grupo controle. Este fato, foi explicado como reflexo de deficiéncia no sistema de
reparo do DNA nos individuos com cancer.

RAMALHO et al. (1988) irradiaram amostras de sangue de individuos saudaveis,
com doses de 1 Gy/min, fracionadas em intervalos de 60, 90 e 180 minutos. Os autores
verificaram aumento na frequiéncia de microndcleo com uma tendéncia de resposta ndo
linear para doses acima de 200 rad. Para doses de 400 rad, a frequéncia de micronucleo
diminuiu de 38% a 45%. Esta queda foi também observada para as doses de 600 rad e
800 rad. A incidéncia de cromossomos dicéntricos e microndcleos ndo aumentou
linearmente ou de forma quadratica apos a exposicao a 600 rad, mas alcangou um efeito
proximo a saturagdo. De acordo com os autores, esse efeito pode ser devido as células
altamente afetadas que ndo entraram em mitose ou a fusdo de mais de um fragmento
para formar um unico micronucleo.

Em contra partida, DA CRUZ et al. (1996) ao avaliarem a frequéncia de mutagéo

no gene hprt em 11 individuos expostos a doses de **'Cs que variaram de 1 a 7 Gy,
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mostraram que 3,3 anos apos a exposicdo mantinha-se, ainda, uma discreta relacdo
dose-resposta. TOIUL et al. (2000) irradiando, in vitro, linfocitos de cinco doadores
com doses de ®Co que variaram de 0,1 a 2 Gy, também observaram efeito clastogénico
claramente dose-dependente.

Por outro lado, em 1994, DA CRUZ et al., avaliando amostras de sarbgue
periférico de individuos expostos direta ou indiretamente a0 *’Cs no acidente de
Goiania, e comparando as freqiiéncias de micronicleo com as observadas em um grupo
controle (que n&o havia tido contato coma radiacdo), além de observarem um aum‘ento
significativo na frequéncia de linfécitos micronucleados nos individuos diretamente
expostos ao ¥’ Cs observaram que as células com um micronicleo eram as mais
frequentes, seguidas daquelas com dois e trés microndcleos. Segundo os autores, a
prevaléncia relativa de células com um dnico microndcleo poderia ser resultado da
perda de células com mais de um microndcleo, que teria ocorrido no periodo entre a
exposicdo e a coleta das amostras de sangue. Em outras palavras, se os individuos
expostos apresentaram células com um Unico micronucleo, seria provavel que tivessem,
por ocasido do acidente, células com multiplos micronicleos. O aumento na proporgédo
de células com mais de um micronucleo pode ser considerado como um indicador de
instabilidade genética (FENECH et al., 1997).

Um pardmetro auxiliar importante avaliado no presente estudo foi o indice
mitotico em linfocitos. Embora ndo tenha sido detectada diferenga estatisticamente
significativa entre as trés faixas de dose de radiagdo durante o tratamento, ndo pode ser
desconsiderado o decréscimo observado principalmente na faixa intermediaria. Este
resultado poderia ser indicativo de efeito citotoxico que teria levado a morte celular ou
se manifestado por atraso no ciclo e, assim, mascarado uma possivel relagdo dose-
resposta na incidéncia de células micronucleadas. Esse efeito, contudo, ficou mais claro
apos o término do tratamento quando, entdo, houve reducdo significativa no indice
mitotico 9 semanas apos a irradiacdo com doses mais altas que 6100 cGy (Tabelas VIl e
VIII). Aléem disso, a auséncia de relacdo dose-resposta para a freqiiéncia de linfocitos
com 2, 3 ou 4 micronucleos também sugere que um limiar de danos teria sido atingido

ja na dose mais baixa.
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De acordo com FENECH (1998), a idade e o sexo sdo as varidveis mais
importantes que influenciam na frequéncia de micronucleo. Nas mulheres, a freqliéncia
¢ 1,2 a 1,6 vezes maior, dependendo da idade (valores maximos e minimos na
frequéncia de microndcleo em relacdo a idade podem diferir entre 4,7 a 12,5 vezes com
as maiores diferencas ocorrendo na faixa etdria de 40 a 59 anos). O aumento
relacionado a idade ¢ atribuido a perda da integridade do material genético com o passar
dos anos, a defeito no fuso mitdtico e “encaixe” fuso-centrémero, e a um aumento na
razdo de quebras cromossémicas espontaneas durante a divisdo celular (FENECH &
MORLEY, 1986).

RAMIREZ et al. (1997) mostraram que mulheres idosas com cancer de tireGide
eram 2,3 vezes mais sensiveis a inducdo de quebras cromossomicas pelo 3.
Resultados semelhantes foram reportados por GIL et al. (2000).

Ao contrario da literatura, os aumentos na freqiéncia de linfocitos com
microndcleo, durante e apds a radioterapia, observados no presente estudo, foram
independentes do sexo e da faixa etaria (maior ou menor 60 anos) dos pacientes. No
entanto, com relacdo ao sexo, talvez o pequeno nimero de mulheres avaliadas tivesse
interferido nos resultados, levando a aparente auséncia de diferenca na frequéncia de
células micronucleadas. No que diz respeito a faixa etaria, talvez o fato da quase
totalidade dos pacientes serem fumantes, também tivesse mascarado o efeito idade.

Outra varidvel considerada para a avaliagdo dos efeitos genéticos da radioterapia
foi o estadiamento do tumor, por ser um dos fatores que determina o tipo e as doses dos
agentes antineoplasicos a serem utilizados nos tratamentos. Assim sendo, 0s pacientes
foram divididos de acordo com o estadio clinico do tumor no momento do diagnastico.

Conforme observado na Tabela 1V, o estadio do tumor ndo foi um fator que afetou
a freqliéncia de células micronucleadas no sangue e mucosa bucal de pacientes com
neoplasia de cabega e pescogo antes do tratamento. Mesmo resultado foi observado por
DUFFAUD et al. (1999) em amostras de sangue de pacientes também com tumor de
cabeca e pescogo, antes do tratamento. Os autores relataram que estadios avancados do
tumor, assim como a idade, sexo, tabagismo, etilismo, historia familiar de cancer e a

presenca de metastase ndo eram fatores determinantes na freqiiéncia de microndcleos.
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NOWELL, em 1986, tinha verificado aumento significativo na freqiiéncia de quebras
cromossomicas em estadios avancados da doenca, mas no tecido tumoral, sugerindo que
a instabilidade genética no tumor seria determinante para sua progressdo. Assim, 0sS
pacientes com maior incidéncia de lesbes genéticas podem ter uma progressao mais
rapida da doenca.

Quando foi considerada a possibilidade de pacientes com tumores em diferentes
estadios apresentarem, durante e ap0s a radioterapia, frequéncias diferentes de danos, os
resultados mostraram que, embora a quantidade de células micronucleadas estivesse
aumentada em todos 0s pacientes como conseqiiéncia do tratamento, aqueles com tumor
estadio 11l apresentaram maior frequéncia de linfécitos com microndcleo, durante o
tratamento (Tabela XIV; Figura 7).

No entanto, é dificil, com base nos parametros analisados neste estudo, uma
explicagdo para esse achado, uma vez que nao foram observadas interferéncias isoladas,
de cada uma das variaveis que determinam o estadiamento do tumor, sobre a freqiéncia
de células micronucleadas, ou seja, tanto o tamanho do tumor como a presenca ou nao
de metéstase em linfonodos regionais ndo mostraram efeito sobre a inducéo de danos no
DNA causados pela radiacdo. (Tabelas XIII e XV). Além disso, as doses de radiagdo
administradas aos pacientes com tumores em cada um dos estadios também néo foram
diferentes (Tabela XIX — APENDICE). Desta forma, pode-se apenas sugerir que o
conjunto de fatores que determinam o estadiamento do tumor teria contribuido para o
aumento na frequéncia de linfécitos micronucleados nos pacientes com tumor estéadio
I11, durante o tratamento.

Finalizando, embora as dificuldades encontradas para a realizacdo deste estudo
tivessem impedido a coleta de alguns dados, de maneira geral os resultados alcangados
poderdo contribuir para o entendimento dos efeitos da radioterapia em pacientes com
neoplasia de cabeca e pescogo e, com isso, auxiliar na busca de terapias com menores

riscos para 0s pacientes.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados da avaliacdo dos efeitos da radioterapia em pacientes

com tumores malignos de cabeca e pesco¢o pode-se concluir que:

1. ndo ha diferenca significativa na frequéncia de células micronucleadas em

sangue e mucosa bucal, entre individuos saudaveis e aqueles com neoplasia;

2. a radioterapia, com doses que variaram de 1140 a 7040 cGy, induz aumento na

freqliéncia de células micronucleadas tanto em sangue como em mucosa bucal;

3. os danos induzidos pela radioterapia sdo detectados em linfécitos, mas nao nas

ceélulas da mucosa bucal, pelo menos até 9 semanas apds o término da exposicao;

4, ndo h& diferenca de efeito da radioterapia entre pacientes masculinos e
femininos;
5. ndo ha efeito do cigarro sobre a freqiiéncia de células micronucleadas em

pacientes com neoplasia, antes de qualquer tratamento;

6. pacientes com tumores estadio Il apresentam maior freqiiéncia de linfocitos

micronucleados;

7. 0 tamanho do tumor e a presenga ou ndo de metastases ndo tém efeito sobre a

frequéncia de células micronucleadas.
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Tabela XVIII — Resultados individuais referentes a citopatologia da mucosa bucal,
indice mitédtico de linfécitos e freqliéncia de células micronucleadas em pacientes com

tumor maligno de cabeca e pescoco.

Citopatologia®

SANGUE MUCOSA BUCAL Presenca de
% micronucleos Indice Mitético % micronticleos neutrofilos
Cadigo 1° 20 30 18 22 3 1° 20 30 20 3°
paciente | coleta coleta coleta coleta coleta coleta coleta [ coleta coleta coleta coleta
201 0,1 4,8 10,1 1,58 1,62 1,57 0,05 0,36 0,1 + 0
203 0,1 1,8 4,8 2,04 1,55 1,63 0 0,36 0,05 0 +
210 0 4,5 6,4 1,52 1,36 1,2 0,25 0,45 0 ++ 0
214 0,5 45 2 2,09 1,48 1,61 0,05 0,13 0,55 + +
216 0,4 55 Néo -b 1,33 Néo 0,1 0,11 Nao 0 Néo
retornou retornou retornou retornou
221 0,4 54 -C 1,39 1,36 Nédo 0 9 Nao ++ Né&o
retornou retornou retornou
222 -C 42 Né&o -C -b Néao 0,05 0 Nao 0 Néo
retornou retornou retornou retornou
225 0,2 2,1 0,3 1,84 1,61 1,25 0,2 0,18 0,1 0 0
227 0,1 51 8,3 1,23 1,52 1,44 0 0,3 0,65 0 0
229 0,2 1,3 3 1,68 1,47 1,41 0,2 0,13 0,1 0 0
230 0 3,3 4.4 1,44 1,04 1,41 0,45 0,2 0 + 0
233 0,1 2,5 2,1 -b 1,34 -b 0,05 0,07 0,05 0 0
238 0,4 1,2 2,9 1,29 1,46 1,37 0 0,3 0,15 + 0
242 0,2 1,4 Néo 1,81 1,84 Né&o 0 0,23 Nao ++ Néo
retornou retornou retornou retornou
244 0,5 41 4 1,3 1,40 1,66 0 0,05 0 ++ +
245 0,2 14 5,6 1,07 1,46 1,37 0,3 0,25 0,15 + +
251 0,4 3,4 -C -b -C 1,33 0,05 0,05 0 + 0
250 0 11 3,2 1,15 1,34 1,33 0 0,27 Nao + Nao
retornou retornou
252 0 2,2 0,9 1,76 1,27 1,17 0 0 0 0 0
257 0,1 3,2 1,2 1,50 1,23 1,15 0,1 0,07 0 0 0
264 0,2 1 1,8 1,21 1,62 -b 0 0 0,1 + 0
268 0,5 6,5 58 1,45 1,54 1,31 0 0,33 0,2 0 0
273 0,1 2,8 3,9 1,36 1,25 1,22 0 0,45 0,8 0 0
276 0,3 -C 2,7 1,14 -b 1,12 0,1 0,1 0,2 0 0
281 0,2 43 2,9 1,56 1,32 1,00 0,1 0,3 0,1 + +
284 0,4 54 151 1,20 1,59 1,20 0,15 0,56 0,1 + 0
287 0 2,3 2,4 1,74 1,23 1,62 0,05 0,18 0 0 0
288 0,3 0,9 1 -b 1,43 -b 0,05 0,45 0,1 0 0
290 0,1 2,5 0,5 1,11 1,27 1,36 0,05 0,25 0,05 + 0
292 0,2 2,4 1,8 1,61 1,53 1,55 0,1 0,18 0,3 + 0
298 0,3 -C 3,6 2,01 -b 1,16 0 0,23 0,45 0 0
299 0,2 1 0,9 1,54 -b 1,6 0,05 0,25 0 ++ 0

_— em nenhum paciente houve presenca de neutréfilos na primeira coleta (antes do tratamento);
® _ n3o foi realizado indice mitético; ©— a cultura ndo cresceu.

0, +, ++ - auséncia, poucos e muitos neutréfilos, respectivamente.
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Tabela X1X — Doses de radiagdo recebidas por pacientes com neoplasia maligna
de cabeca e pescoco, de acordo com o estadio clinico do tumor.

Codigo do Estadio Dose (cGy) Média Dose total Média

paciente do tumor durante o +SD (cGy) +SD
tratamento

221 | 3240 Néo retornou

244 I 4140 6000

252 | 5200 3927 + 929 6600 6344 + 462

229 | 3600 6040

273 ] 2700 7040

287 1] 4680 6040

201 11 5000 5500

203 1 4860 6040

210 1l 2160 6840

214 11 5240 7040

216 1l 3420 Nao retornou

222 1l 3780 3533+ 1319 Nao retornou 6195 + 501

227 1l 2700 5940

250 1] 1620 N4o retornou

281 11 3240 6120

284 11 4860 6040

292 1 1980 6040

225 \V4 2340 4500

230 (\V4 4000 7800

233 v 2520 6040

238 v 2700 6480

242 v 3400 N&o retornou

245 (\V4 1140 6040

257 v 3600 2873+ 932 6700 6198 + 758

264 (\V4 2340 6640

268 v 1980 5400

276 v 4500 6440

288 (\V4 3060 5980

290 v 2700 6040

298 v 3960 6480

299 v 1980 6040
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ANEXO 1

Avaliacao dos efeitos citogenético e citopatologicos da radioterapia em de pacientes
com tumor de cabeca e pescoco.

Registro do paciente N0 ESTUAOD ........ccveieiiiicc e nre e

[ L LSS R PR I A

| - Identificacéo

(0] 1 1T O TP PP PP URPRPPPUPPRRPIN
2-RGH . s I I O
3-Hospital [L]Unesp [2] A .C.CAMAIG0 ..ooeieviriiiiiiieiieieee s |
4 - Sexo [M] masculino [F] feminino .......ccooeviiiiice e ||
5-Raga [B] branco [A]amarelo [M] mulato [N] negro [O] OULIOS .......ccccovvrerienierienennn |
6 - Data NASCIMENTO ...c.veuviieiieiieie ittt A
T = THAOE <.ttt bbbt b et |
8 - Nivel socio econdmico [1] baixa  [2] média [3]alta.......ccooooiiiiniiiiiiiiie |

Il - Antecedentes pessoais

9-Fuma [S]sim INT N0 oo |
10 - H& qUaNto tEMPO (IMESES) ..c.viveeeieeeierieierieie ettt se ettt ettt |
11 - QUANTOS CIGAMTOS/AIA. ... c.veveeeeeieeieeieeie ettt |
12 - Tipo [1] cachimbo [2] charuto [3] palha [4] papel c/ filtro [5] OUtros .........c.ccoeevennnee |
13- JAfumou? [S]SIM  [N]NEO c.ooviiiiiiiiie e |
14 - H& quanto tempo deixou de fUMar (MESES)........covieireririirerie e |
15 - QUANTOS CIGAITOS/IA .. 1.veveeiieiieiiie ettt |
16 - Durante quanto tempo FUMOU (IMESES) .....e.veueeirirririeriereiee ettt |
17-Tipo  [1]  [2]  [B]  [4]  [B] cceoeerereneeieeieeeee e e -
18 - Bebe [S] SIM [N] NEO oo |
19 - H& qUANtO tEMPO (IMESES)....c.veveeeieieierieieneeieseeie sttt sbe sttt sb ettt en et |
20 - Tipo [1] cachaga [2] cerveja [3] whisky [4] vodka [5] vinho [6] outras ............ ]
21 - Quantidade/dia - N° COPOS / AIA ....cuveveriiiiiriiiiiieiee e ]
22 - Jabebeu? [S] SIM [N] NEO oo s |
23 - Tipo [1] cachaga [2] cerveja [3] whisky [4] vodka [5] vinho [6] outras ..................... |
24 - Quantidade - N° COPOS / dI ....cvviveeiieieieeeees e ]
25 - H& quanto tempo dEIXOU (IMESES) .....veueverirteirieenieisie sttt |
25 A - Por quanto tempo DEDEU (MESES)........eruirrerieieiniisiesiesre e |
26 - Contato com substancias toxicas [S] sim [N]NAO .o |
27 - Quais

28 - POr qUaNtO teMPO (IMESES) ....c.veverreiieiieieeiesie ettt |
29- Periodo sem contato com a(s) SUDStANCIA(S) (MESES) ...v.veveverirvrririeirieeriee e |
30 - Historia de exposi¢do a radiacdo [S] sim [INJNEO oo ]
31 - NUMEIO 08 RX ..ttt bbbt et |
111 - Historia Médica

32 - Usa habitualmente algum tipo de medicamento [S]sim  [N] N80 .....ccccevvvvvevenennenn, |
33 - Quais [A] antibidtico [V] vitamina [1] antinflamatério [X] xarope [O] outros ....... | |
T = To Nl g Tl Lo | T LSS |
35 - Tipo

36 - J& usou algum tipo de medicamento  [S]siMm  [N]NEO ..cccovvvveiivicicc e |
37 - Quais [A] antibidtico [V] vitamina [I] antinflamatorio [X] xarope [O] outros .............. |
38- FreQUENCIA/TIA .....vecvveie ettt st te ettt esreenae it ||
39 - Tipo

40 - Ha& quanto tempo deiX0OU (MESES) ....evveeriiiriiieieiteieesresteeteste e te e e e sre e aesre e e aesre s ||

1V - Dados Clinicos
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41 - Tipo de tumor (AP)
42 - Localizagédo (CID)
43 - Estadiamento

43 - Sequéncia de Tratamento Cirurgia [1] Qt[2] RXE[3] woovvevreieeiieeins
45 - Drogas

L DL - W@ OO PO URRTRRRPRRPPRP / / /

V - Avaliacdo Odontoldgica
48 - Condicdo dentaria [1] dentado [2] desdentado .........cccevueiieecieeree e |
49 - Situacdo Dentaria [1] boa  [2] regular [B] rUIM (o, |

VI - Coleta de Material
50- Mucosite [L]leve  [M] moderada [S]severa [4] N8O......cccocoveviiiiviiievieiiaiennene ||
51- Tratamento [1] clorexidine  [2] micostatin [3] sol bicarbonatadas

[4] violeta de genciana [5] OULIOS  ...cecvvieeiiiiceccece e L
52- Esquema terapéutico

VII - Dados finais do tratamento

53 - Data termino tratamento ........cccoeeiii e s / [

54 - NUmero de semanas [ ] namero de sessbes [ ] dose diaria CGY [ ]
55 - Campo Rxt

56 - D0SE t0tal de RXE CGY ..ovviviiiiiieieieeere s | |
57 - Anéstésico cirurgico
58 - Ultimo retorno [1] vivo s/ doenca [2] vivo ¢/ Ca [3] morte por Ca

[4] morte SOE [5] perdido de Vista .........ccocvvverenriiiee e

VIII - Resultados

N° da coleta frequiéncia microndcleo citopatologia

Sangue Mucosa

1a

23

33

OBS

Legenda

RGH: Registro Geral Hospitalar
QT: quimioterapia

RXT: radioterapia

SOE: causas desconhecidas+
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO POS INFORMADO

I. Dados de identificacédo do paciente ou responsavel legal

Nome do paciente

Documento identidade n° Sexo [ 1M [ JF
Endereco n° Apto
Bairro CEP - Cidade Estado
Telefone( )

I1. Dados sobre o estudo

Titulo: Avaliacdo dos efeitos citogenéticos e citopatologicos da radioterapia em pacientes com

tumores malignos de cabeca e pescoco
Pesquisador: Eliana Maria Minicucci
Departamentos: Patologia - Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP

Cirurgia de Cabeca e Pescoco e Radioterapia - Hosp A.C.Camargo-SP

Cargo: Cirurgid dentista - P06s graduanda em nivel de Mestrado no Ndcleo de Avaliacéo
Toxicogenética e Cancerigena - TOXICAN do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu - UNESP.
Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em 01 /09/1998
Inicio do estudo 10/09/1998

I11. Explicagdes do pesquisador ao paciente ou representante legal

1. Justificativas e Objetivos da Pesquisa: avaliar possiveis efeitos genéticos causados pela
radioterapia na mucosa oral e células do sangue

2. Procedimentos utilizados: raspado de mucosa oral com espatula de madeira, e coleta de 5ml
de sangue com seringa descartavel para avaliagdo de material genético.

3. Complicacdes e riscos: Ndo ha

4. Beneficios que poderdo ser obtidos: avaliacdo dos efeitos citogenéticos da radioterapia

5. Fui esclarecido sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa
e 0 tratamento
[ ] Sim [ ]Nao

6. Fui esclarecido sobre a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
que isso traga prejuizo quanto a continuidade do meu tratamento
[ ]Sim [ ]N&o
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7. Fui esclarecido de que ndo havera remuneragdo financeira além do previsto para as despesas
do estudo
[ ] Sim [  ]Nao

8. Fui esclarecido de que ndo havera indenizacdo além das previstas por lei, en reparacdo a
dano imediato ou tardio causado pela pesquisa em questao
[ ] Sim [ ]Nao

9. Fui esclarecido sobre a seguranca de minha identidade sera preservada, mantendo-se todas
informacdes em caracter confidencial
[ ] Sim [ 1Néo

IV. Consentimento pés-informado
Declaro que, ap0s ter sido convenientemente esclarecido dos riscos e beneficios deste estudo
clinico conforme definido nos itens 1 a 9, do inciso 11, consinto em participar, na qualidade de

paciente, do Projeto de Pesquisa referido no inciso 1.

Séao Paulo, de de

Assinatura paciente ou responsavel Assinatura pesquisador
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Tabela XVIII — Resultados individuais referentes a citopatologia da mucosa bucal,
indice mitédtico de linfécitos e freqliéncia de células micronucleadas em pacientes com

tumor maligno de cabeca e pescoco.

Citopatologia®

SANGUE MUCOSA BUCAL Presenca de
% micronucleos Indice Mitético % micronticleos neutrofilos
Cadigo 1° 20 30 18 22 3 1° 20 30 20 3°
paciente | coleta coleta coleta coleta coleta coleta coleta [ coleta coleta coleta coleta
201 0,1 4,8 10,1 1,58 1,62 1,57 0,05 0,36 0,1 + 0
203 0,1 1,8 4,8 2,04 1,55 1,63 0 0,36 0,05 0 +
210 0 4,5 6,4 1,52 1,36 1,2 0,25 0,45 0 ++ 0
214 0,5 45 2 2,09 1,48 1,61 0,05 0,13 0,55 + +
216 0,4 55 Néo -b 1,33 Néo 0,1 0,11 Nao 0 Néo
retornou retornou retornou retornou
221 0,4 54 -C 1,39 1,36 Nédo 0 9 Nao ++ Né&o
retornou retornou retornou
222 -C 42 Né&o -C -b Néao 0,05 0 Nao 0 Néo
retornou retornou retornou retornou
225 0,2 2,1 0,3 1,84 1,61 1,25 0,2 0,18 0,1 0 0
227 0,1 51 8,3 1,23 1,52 1,44 0 0,3 0,65 0 0
229 0,2 1,3 3 1,68 1,47 1,41 0,2 0,13 0,1 0 0
230 0 3,3 4.4 1,44 1,04 1,41 0,45 0,2 0 + 0
233 0,1 2,5 2,1 -b 1,34 -b 0,05 0,07 0,05 0 0
238 0,4 1,2 2,9 1,29 1,46 1,37 0 0,3 0,15 + 0
242 0,2 1,4 Néo 1,81 1,84 Né&o 0 0,23 Nao ++ Néo
retornou retornou retornou retornou
244 0,5 41 4 1,3 1,40 1,66 0 0,05 0 ++ +
245 0,2 14 5,6 1,07 1,46 1,37 0,3 0,25 0,15 + +
251 0,4 3,4 -C -b -C 1,33 0,05 0,05 0 + 0
250 0 11 3,2 1,15 1,34 1,33 0 0,27 Nao + Nao
retornou retornou
252 0 2,2 0,9 1,76 1,27 1,17 0 0 0 0 0
257 0,1 3,2 1,2 1,50 1,23 1,15 0,1 0,07 0 0 0
264 0,2 1 1,8 1,21 1,62 -b 0 0 0,1 + 0
268 0,5 6,5 58 1,45 1,54 1,31 0 0,33 0,2 0 0
273 0,1 2,8 3,9 1,36 1,25 1,22 0 0,45 0,8 0 0
276 0,3 -C 2,7 1,14 -b 1,12 0,1 0,1 0,2 0 0
281 0,2 43 2,9 1,56 1,32 1,00 0,1 0,3 0,1 + +
284 0,4 54 151 1,20 1,59 1,20 0,15 0,56 0,1 + 0
287 0 2,3 2,4 1,74 1,23 1,62 0,05 0,18 0 0 0
288 0,3 0,9 1 -b 1,43 -b 0,05 0,45 0,1 0 0
290 0,1 2,5 0,5 1,11 1,27 1,36 0,05 0,25 0,05 + 0
292 0,2 2,4 1,8 1,61 1,53 1,55 0,1 0,18 0,3 + 0
298 0,3 -C 3,6 2,01 -b 1,16 0 0,23 0,45 0 0
299 0,2 1 0,9 1,54 -b 1,6 0,05 0,25 0 ++ 0

_— em nenhum paciente houve presenca de neutréfilos na primeira coleta (antes do tratamento);
® _ n3o foi realizado indice mitético; ©— a cultura ndo cresceu.

0, +, ++ - auséncia, poucos e muitos neutréfilos, respectivamente.
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Tabela X1X — Doses de radiagdo recebidas por pacientes com neoplasia maligna
de cabeca e pescoco, de acordo com o estadio clinico do tumor.

Codigo do Estadio Dose (cGy) Média Dose total Média

paciente do tumor durante o +SD (cGy) +SD
tratamento

221 | 3240 Néo retornou

244 I 4140 6000

252 | 5200 3927 + 929 6600 6344 + 462

229 | 3600 6040

273 ] 2700 7040

287 1] 4680 6040

201 11 5000 5500

203 1 4860 6040

210 1l 2160 6840

214 11 5240 7040

216 1l 3420 Nao retornou

222 1l 3780 3533+ 1319 Nao retornou 6195 + 501

227 1l 2700 5940

250 1] 1620 N4o retornou

281 11 3240 6120

284 11 4860 6040

292 1 1980 6040

225 \V4 2340 4500

230 (\V4 4000 7800

233 v 2520 6040

238 v 2700 6480

242 v 3400 N&o retornou

245 (\V4 1140 6040

257 v 3600 2873+ 932 6700 6198 + 758

264 (\V4 2340 6640

268 v 1980 5400

276 v 4500 6440

288 (\V4 3060 5980

290 v 2700 6040

298 v 3960 6480

299 v 1980 6040
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