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RESUMO

Polimorfismos em genes de reparo de DNA sdo apontados como possiveis
marcadores de prognéstico e radiossensibilidade tumoral em pacientes com
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP). Assim, objetivou-se analisar
os polimorfismos dos genes de reparo de DNA XRCC1 (rs1799782 e rs25487),
XRCC3 (rs861539), XPC (rs2228001), ERCC1 (rs11615) e RAD51 (rs1801320),
para verificar a influéncia destes na resposta radioterapica e no prognostico de
pacientes com CECP. Para obtencdo dos gendtipos, foi utilizado DNA extraido de
sangue periférico de 311 amostras de CECP e posteriormente analisadas em PCR-
RFLP. Os resultados do polimorfismo XRCC1 Arg399GIn, demonstram que o alelo
399GIn aumenta o risco de recidiva local em pacientes com CE oral e de orofaringe
irradiados (OR=3,35; CI= 1,10-10,13). No polimorfismo XPC Lys939GIn, o alelo
939GIn aumenta o risco de precocidade de recidiva local em pacientes com CE oral
e de orofaringe irradiados (OR=6,04; Cl=1,47-24,88). No polimorfismo XRCC3
Thr241Met, o alelo 241Met esta relacionado a um aumento de recidiva local e maior
precocidade para o desenvolvimento de recidiva local (HR=12,55; CI=2,47-63,73) e
esta relacionado com a pior sobrevida de doenca especifica, aumentando o risco de
precocidade de obito (HR=3,04; CI=1,08-8,61) em pacientes com CE de laringe
irradiados. Ja o polimorfismo RAD51 —-98G>C, o alelo C aumenta a ocorréncia de
recidiva local (HR=2,84; CI=1,25-6,47) em pacientes com CE oral e orofaringe néo
irradiados. Assim, € possivel concluir verificar que € possivel a utilizacdo de
polimorfismos em genes de reparo como marcadores de prognéstico e de

radiossensibilidade tumoral para o CECP.

Palavras-chave: Carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco; Radiossensibilidade

tumoral; Prognostico; Genes de reparo de DNA.



ABSTRACT

DNA repair gene polymorphisms have been suggested as putative markers for
prognosis and radiosensibility in patients with head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC). Therefore, we have aimed to study polymorphisms in repair
genes XRCC1 (rs1799782 and rs25487), XRCC3 (rs861539), XPC (rs2228001),
ERCC1 (rs11615) and RAD51 (rs1801320), in order to evaluate their influence in the
radiotherapy response and prognosis in HNSCC. Genotypes were determined by
DNA extracted from perypheral blood of 311 patients with HNSCC, after PCR-RFLP
analysis. Polymorphisms XRCC1 Arg399GIn showed that alelle 399GIn increases
disease relapse risk in irradiated patients with oral and oropharyngeal tumors
(OR=3.35; CI= 1.10-10.13). As for XPC Lys939GIn polymorphism, 939GIn allele
increases disease relapse risk in irradiated oral and oropharyngeal tumor patients
(OR=6.04; Cl=1.47-24.88). Alelle 241Met of XRCC3 Thr241Met polymorphism, is
related with increased local relapse, and faster disease local relapse (HR=12,55;
Cl=2,47-63,73), as well as worse disease-specific survival, increasing the risk of
early death (HR=3,04; CI=1,08-8,61) in irradiated larynx SCC patients. In comparison
with polymorphism RAD51-98G>C, allele C increases local recurrence risk
(HR=2,84; Cl=1,25-6,47) in non-irradiated patients with oral and oropharyngeal SCC.
Our data suggest that it is possible to use DNA repair gene polymorphisms as

prognostic and radiosensibility markers for HNSCC.

Key Words: Head and Neck Squamous Cell Carcinoma; Tumor Radiosensibility;

Prognostic; Repair Genes.
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1 INTRODUCAO

O céancer nos ultimos anos vem se tornando um problema de saude publica,
deixando de ser predominante apenas em paises em desenvolvimento (DING et al.,
2013) e passando a apresentar altas taxas também em paises desenvolvidos (INCA,
2011).

Entre os diversos tipos de canceres, pode-se citar o cancer de cabeca e pescoco,
gue envolve um numero extensivo de tumores entre eles, cavidade oral, laringe,
faringe, seios maxilares, cavidade nasal, tumores das glandulas salivares e tiredide.
Histologicamente, o tipo mais comum de tumores de cabeca e pescoco € o

carcinoma epidermoide (UICC, 2004).

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP) € uma causa significativa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, com aproximadamente 540.000 casos e
271.000 mortes por ano, sua taxa de mortalidade atinge 50% dos casos (PEREZ et
al., 2006).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento destas neoplasias, incluem
habitos etilistas, tabagistas, além de infec¢des virais, como o HPV (Papiloma Virus
Humano) e, ainda, a predisposicdo e susceptibilidade genética de cada individuo
(PICCININ et al, 1998; COLOMBO, 2008; HAN et al., 2010; BRAKENHOFF, 2011;
WARNAKULASURAYA, 2012).

Os estagios iniciais, que incluem os estadios | e I, sdo diagnosticados em cerca de
30 a 40% dos casos novos, com uma expectativa de sobrevida livre da doenca
variando de 60 a 90% apOs o tratamento. Nos casos restantes, onde a doenca é
detectada ja em estagio avancado (estadio Ill e IV), cerca de 50% dos casos tém
tumores potencialmente ressecaveis com chance de sobrevivéncia de 40-50%. Nos
casos avancados ndo-ressecaveis, 0 prognostico € pior, com uma taxa de 10 a 40%
dos casos sobrevivendo a doencga por 5 anos (GREENE et al., 2002; JEMAL et al.,
2007).
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O tratamento do CECP apresenta muitos desafios, principalmente devido aos danos
que determinado tratamento pode trazer. A regido da cabeca e pescoco € rica em
estruturas sensiveis e facilmente danificaveis, tanto pelo tumor quanto pelo
tratamento. Tais danos que incluem desde uma simples dificuldade em deglutir até
deformacOes estruturais, podem comprometer a qualidade de vida dos pacientes
(BARRIOS et al., 2013; MOORE et al., 2013).

De forma geral, o tratamento do cancer € multimodal, envolvendo cirurgia,
quimioterapia e radioterapia. Nas duas uUltimas décadas, muitos esforcos foram feitos
a fim de otimizar os resultados da radioterapia, visto que diversos estudos
demonstram a possibilidade de um aumento de dose, com resultados mais
significativos e mais direcionados ao tumor, o que limita os danos causados aos

tecidos normais do organismo (DELANEY et al., 2005).

Assim, como tem aumentado as pesquisas sobre as bases do tratamento do cancer,
também tem aumentado o entendimento sobre o funcionamento molecular das vias
relacionadas a resposta ao tratamento radioterapico, o que permitiu a identificacao
de marcadores moleculares que podem auxiliar na eficacia do tratamento (BEGG et
al., 2011).

As vias genéticas foram demonstradas em diversos estudos como tendo forte
influéncia no desenvolvimento do cancer. Da mesma forma, polimorfismos podem
ser responsaveis por auxiliar no desenvolvimento de um tumor, assim como

intensificar o efeito de um determinado tratamento.

Os polimorfismos sdo pequenas variacbes no genoma que podem ocorrer em
gualquer local e ocorrem com um frequéncia minima de 1% na populacdo. Podem
ser de tamanhos variados, podendo ter algumas repeticbes ou até mesmo uma
variacdo de um unico nucleotideo, que sdo os chamados SNP'’s, do inglés, Single
Nucleotide Polymorphism (MANOLIO et al, 2010; CHU et al, 2012).

Estas pequenas variacbes genéticas podem, em determinados casos, alterar a
expressdo de um gene e levar a alteracédo da fungéo proteica, predispondo a doenca
ou influenciando na resposta ao tratamento. (KOMAR et al., 2007; PARLIAMENT et
al., 2010; HORGAN et al., 2011).
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Atualmente, diversos estudos tem analisado tais variagbes em genes de reparo de
DNA visto que as atividades de reparo sdo criticas para protecdo do genoma e
consequente prevencao do cancer. Polimorfismos em genes de reparo foram
correlacionados com 0 processo carcinogénico de diversos canceres, como cancer

colorretal, de pulméo e de cabeca e pescoco (STURGIS et al., 1999).

Existem diversos genes que estdo diretamente relacionados a importantes sistemas
de reparo em eucariotos. Entre eles podemos citar o gene XRCC1, que age na via
de reparo por excisdo de bases (BER), ERCC1 e XPC que agem na via de reparo
por excisdo de nucleotideos (NER) e XRCC3 e RAD51 que agem na via de reparo
de quebra dupla de DNA (STURGIS et al., 1999; WANG et al, 2010; WANG et al,
2013).

Justamente por apresentarem acdo direta sobre os importantes mecanismos de
reparo de DNA e por se saber que polimorfismos podem influenciar no processo
carcinogénico e na resposta radioterapica, que este trabalho buscou avaliar 6
polimorfismos, sendo eles: XRCC1 Argl94Trp (rs1799782), XRCC1l Arg399GIn
(rs25487), XRCC3 Thr241Met (rs861539), XPC Lys939GIn (rs2228001), ERCC1
Asnl118Asn (rs11615) e RAD51 (rs1801320), com o objetivo principal de identificar a
influéncia destes polimorfismos na resposta radioterapica e identificar como estes

polimorfismos estéo atuando no progndéstico dos pacientes com CECP.
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1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 Cancer

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) define cancer como um conjunto de mais de
cem doencas, que tem em comum a capacidade de crescer desordenadamente,

invadir tecidos e orgaos e espalhar-se pelo corpo (INCA, 2012).

As neoplasias, dao origem aos popularmente chamados tumores. Estes, podem ser
classificados em benignos ou malignos de acordo com seu comportamento clinico.
Um tumor benigno é uma massa localizada de células, sem invasdo a tecidos
adjacentes, que se assemelha ao tecido original, raramente constituindo um risco a
vida. Ja o tumor maligno possui células agressivas, com capacidade de invadir
tecidos proximos formando metastases (FILHO, 2004; WEINBERG, 2008; INCA,
2012).

Os canceres sao classificados de acordo com o tipo celular de origem. O tipo mais
comum é o carcinoma, de origem epitelial. Este tipo € responsavel por 80% das

mortes causadas por cancer.

O céancer é o resultado de um processo de multiplas etapas dirigidas por alteracées
genéticas em uma unica célula, que leva ao surgimento de clones de células com
vantagens proliferativas sobre as demais (ALBERTS et al.,, 2010). As alteracdes
genéticas podem ser herdadas, como nas sindromes predisponentes ao cancer, ou
estarem presentes apenas nas células tumorais, caracterizando 0s tumores
esporadicos (PEREZ et al., 2006).
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As alteragcBes genéticas que ocorrem no desenvolvimento de neoplasias geralmente
estao relacionadas a genes que regulam processos importantes como crescimento

celular, apoptose, adeséao celular, entre outros.

Os genes envolvidos no surgimento do céancer sédo classificados em dois tipos:
oncogenes e genes supressores de tumor. Os oncogenes séo aqueles cujas fungdes
estdo hiper-ativadas por mutacdes, 0 que resulta em um crescimento exacerbado
das células cancerosas (VOGELSTEIN et al., 2000).

Mutacbes em genes supressores de tumor resultam na perda da funcédo de
manutencdo do adequado numero celular: quer pela prevencdo do surgimento de
novas células, quer pela promocdo da morte celular programada, a apoptose
(VOLGELSTEIN et al., 2000; SCHUIJER et al., 2003). Ocorrem ainda outros tipos de
alteracoes genéticas como delecdo, translocagcdo, amplificacdo, metilacdo e
instabilidade de microssatélites (KRISHNA PRASAD et al., 2013).

O processo carcinogénico geralmente € lento. O estagio inicial de transformacao de
células saudaveis em células malignas caracteriza-se pela acao de carcind6genos na
célula. No segundo estagio, o de promocéo, tais transformacdes tornam-se mais
evidentes e as células perdem a capacidade de completar o ciclo celular de forma

correta, perdendo os pontos de checagem do ciclo celular (ALMEIDA et al., 2005).

No estagio inicial as células podem apresentar diferentes niveis de alteracdes
morfoldgicas, desde levemente alteradas a mais diferenciadas do que as células
normais. Um tecido levemente alterado € dito displasico, onde a aparéncia individual
de cada célula ndo é mais normal. As primeiras mudancas citologicas que as células
passam durante o processo de transformacdo incluem uma variabilidade no
tamanho e na forma do ndcleo, aumento na relacdo do tamanho entre nucleo e
citoplasma, aumento de atividade mitética e perda de caracteristicas citoplasmaticas

guando comparadas com as atividades do tecido normal (WEINBERG, 2008).

O proximo estagio é€ o de progressdo, onde as células se dividem
desordenadamente podendo aparecer as primeiras manifestacdes clinicas. E neste
estagio que surgem as metastases, onde células malignhas se desprendem do tecido,

invadem a corrente sanguinea ou os vasos linfaticos e formam novas colénias de
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tumores de células cancerosas que sao chamados de tumores secundarios ou
metastases ALBERTS et al., 2010).

A formacdo de um céancer envolve células com sérias alteracdes fenotipicas e
alteracbes em toda sua fisiologia, apresentando altas taxas metabdlicas. Todo o

ambiente de crescimento de um tumor € alterado, ao qual é dado o nome de

microambiente tumoral (LI et al, 2013).

7

O microambiente tumoral é o conjunto de todas as condi¢des fisiol6gicas e
metabdlicas do tumor. Na maioria dos tumores, este microambiente apresenta baixa
concentracdo de glicose, altas concentracbes de lactato, pH baixo e baixas
concentracfes de oxigénio, o que leva a hipoxia tumoral. A hipOxia € causada pela
estrutura anormal e pela baixa capacidade de transporte de oxigénio dentro do
tumor (TADDEI et al., 2013).

A frequéncia dos diversos canceres € distinta nas populacbes do mundo, apesar de
apresentarem fatores genéticos semelhantes. Os fatores que mais influenciam
nestas taxas sdo a hereditariedade e o ambiente. Populacdes diferentes carregam
alelos diferentes, o que muda a susceptibilidade genética ao cancer (WEINBERG, et
al, 2008).

A Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer (IARC) revela que o numero de
casos de canceres dobrou nos ultimos 30 anos, sendo que os mais afetados séo
paises de médio e baixo desenvolvimento. Pelas estimativas, aproximadamente 12,7
milhdes de pessoas tem cancer e 7,6 milhdes morrem da doenca a cada ano (CDC,
2011).

Os principais fatores etiolégicos para o desenvolvimento de neoplasias sdo 0
tabagismo, tanto ativo como passivo; as infec¢cdes crbnicas por virus como o
Papiloma Virus Humano, o Epstein-Barr, Hepatite B e C, Herpes Virus, Virus da
AIDS e parasitas como vermes que atingem o figado; alcoolismo; horménios
enddégenos que envolvem fatores reprodutivos e horménios exdgenos; obesidade;
sedentarismo; radiacdo (solar, ionizante e eletromagnética) e exposicoes
ocupacionais a carcindégenos. Pode-se considerar ainda a pré-disposicdo genética
(BOYLE et al.,).
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O tratamento para cancer geralmente se baseia em metodologias multimodais,
incluindo cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Porém o melhor tratamento indicado
depende das caracteristicas clinicas de cada tumor, como o estadiamento do tumor
no momento da descoberta da doenca, localizacdo e outras caracteristicas clinicas
do paciente. Atualmente, com o avanco da ciéncia estdo sendo utlizadas, para
diagnéstico e tratamento do cancer, as ferramentas da biologia molecular, que estédo
permitindo resultados mais promissores tanto para um diagnostico mais exato da
doengca, como para um tratamento mais individualizado, considerando as

caracteristicas exclusivas de cada paciente (CHAWAPUN, 2006).

1.1.2 Céancer de cabeca e pescoc¢o

Os tumores de cabeca e pescoco envolvem um numero extensivo de tumores,
classificados de acordo com sua posicdo anatdémica. Conforme o Sistema TNM (T:
Tamanho do tumor; N: Presenca de células tumorais em linfonodos locais; M:
Presenca de metastase a distancia- Sistema Internacional para classificacdo de
tumores malignos), sao classificados em: cancer de boca e labio, cancer da laringe,
cancer da faringe (subdivido em: orofaringe, nasofaringe e hipofaringe), seios
maxilares, cavidade nasal e seios etmoidais, tumores das glandulas salivares e
tumores de tiredide (UICC, 2004).

Histologicamente, o tipo mais encontrado € o carcinoma epidermoéide ou
espinocelular, o qual pode chegar a 90% dos casos (ALVARENGA et al, 2008).
Atualmente, este é considerado o sexto tumor sélido mais comum no mundo e o
sétimo mais comum no Brasil, com uma incidéncia estimada de 275 mil novos casos
(MOORE et al., 2013; DING et al.,2013; COLOMBO et al., 2009; WANG et al., 2013).
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A localizagdo anatbmica mais frequente € a cavidade oral, ocorrendo em
aproximadamente 40% dos casos, seguidos da laringe (25%) e faringe (15%)
(ALVARENGA et al., 2008; COLOMBO et al., 2009). Os menos frequentes sédo 0s
carcinomas das cavidades paranasais e nasofaringe (CAHALI et al., 1999;
GALBIATTI et al., 2012). No cancer oral, a doengca acomete preferencialmente o
palato mole, assoalho bucal, gengiva e lingua (SINHA et al., 2013).

A maior incidéncia de carcinomas de cabeca e pescoco é verificada em individuos
do sexo masculino. No carcinoma da cavidade oral a propor¢cado pode chegar a 3:1
entre homens e mulheres acometidos (DEDIVITIS et al., 2004; REID et al., 2000). No
entanto, tem-se observado um aumento no numero de mulheres acometidas,
provavelmente devido a mudangas nos habitos etilistas e tabagistas (ALVARENGA
et al., 2008; DEDIVITIS et al., 2004). Tem-se observado também, um aumento no
numero de caso em pessoas jovens, o0 que esta ligado ao uso de tabaco e produtos
relacionados (KRISHNA PRASAD et al., 2013; LI et al., 2013).

Evidéncias epidemioldgicas demonstram ainda que a incidéncia do céancer de
cabeca e pescoco aumenta com a idade, afetando de forma geral pessoas com mais
de 50 anos e em 6% dos casos, pessoas com menos de 45 anos. Com relacdo ao
género, os individuos do sexo masculino desenvolvem a neoplasia por volta dos
55,6 anos, e as mulheres, por volta dos 60 anos (DEDIVITIS et al., 2004; LI et al.,
2013).

A epidemiologia do cancer de cabeca e pescoco € muito heterogénea, devido
principalmente a diversidade de sitios anatémicos. Porém, as principais causas
etiolégicas do CECP sédo o etilismo e o tabagismo, sendo a ocorréncia dessa
neoplasia mais frequente em pessoas que fazem o uso concomitante de ambos o0s
fatores. O uso do tabaco expde o0 usuario a uma série de metabdlitos
carcinogénicos. Além disso, variacdes genéticas individuais, como determinados
polimorfismos em genes que codificam enzimas metabolizadoras destes
carcinégenos, como o citocromo P-450 e a enzima GST (Glutationa S-Transferase)
podem explicar a influéncia do tabaco no processo carcinogénico (COLOMBO et al.,
2009; PICCININ et al., 1998; BRAKENHOFF, 2011; WARNAKULASURIYA et al.,
2012; SINHA et al., 2013; REIBEL et al., 2003).
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Existem também, cofatores que podem contribuir para o desenvolvimento dos
tumores, como poluicdo ambiental, condigbes variadas de trabalho, infeccdo por
virus como o HPV (papiloma Virus Humano) e EBV (Epstein Bar Virus) e ma
alimentacdo com pouca ingestdo de frutas e vegetais (COLOMBO et al., 2009;
PICCININ et al., 1998; BRAKENHOFF et al., 2011; WARNAKULASURIYA et al.,
2012; SINHA et al., 2013; PETERS et al., 2013; NELKE et al., 2013).

O estudo de Papagerakis et al (2013) revela que a perda da funcdo dos genes
ligados ao ciclo circadiano pode levar a dano no DNA e consequentemente levar ao
desenvolvimento do céancer. Alteracbes de metilacdo destes também estdo

relacionadas com a progressao tumoral.

Segundo a estimativa do INCA para o ano de 2014, estima-se que o Brasil tera 576
mil novos casos de canceres, sendo aproximadamente 190 mil casos em mulheres e
204 mil casos em homens. Para o céancer oral, estima-se que 11.280 homens e
4.010 mulheres sejam afetadas. Ja para o cancer de laringe essa incidéncia diminui,
estimando-se que 6.870 homens e 770 mulheres sejam acometidos pela doenca.
Para o estado do Espirito Santo estima-se 400 novos casos de cancer oral e 170

casos de cancer de laringe (INCA, 2014).

Um dos principais desafios é a deteccao precoce do cancer, o que pode auxiliar no
tratamento da doenca. Diante disso, diversos estudos recentes tém demonstrado a
importancia da utilizacdo de marcadores genéticos para diagnostico e prognostico

de neoplasias.

Atualmente tem-se apostado no estudo de Genes de Reparo que estdo altamente
ligados a estabilidade genémica e consequentemente ao normal funcionamento do
ciclo celular, evitando a carcinogénese. Além disso, tais genes podem auxiliar na

melhor resposta do paciente ao tratamento.

O tratamento varia de acordo com o0 estadgio da doenca, sendo que tumores
diagnosticados em estagio iniciais sdo tratados com cirurgia ou radioterapia,
enquanto que tumores em estadios Il e IV necessitam de um tratamento multimodal.
Cerca de 2/3 com diagnéstico de CECP sédo descobertos jA em estagio avancado

com linfonodos regionais acometidos. A metastase a distancia acomete
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aproximadamente 10% dos pacientes, o que diminui muito a sobrevida destes
pacientes (GALBIATTI et al., 2012). A utilizacdo da radioterapia € importante pois
auxilia na regressao tumoral e aumenta a taxa de sobrevida livre de doenca quando

comparado apenas a cirurgia (KO et al., 2009).

Os efeitos da radioterapia e da quimioterapia sado diversos como dor, mucosite,
xerostemia, dificuldade na fala, saliva pegajosa, depressdo e principalmente
dificuldade para comer, o que leva a desnutricdo (MOORE et al., 2013).

1.1.3 Prognoéstico do carcinoma epidermoide de cabeca e pescogo

Diversos fatores prognésticos podem influenciar na sobrevida de CECP, como grupo
étnico, estagio tumoral no diagnéstico, sexo, idade, sitio anatémico, tipo morfolégico

e a terapia utilizada.

No estagio inicial da doenca, os pacientes sdo tratados com cirurgia e/ ou
radioterapia, porém 15 a 25% dos casos apresentam um segundo tumor primario em
um periodo de 5 anos e 10% apresentam recorréncia loco-regional neste periodo,
comprometendo a sobrevivéncia a longo prazo do paciente (CHAWAPUN et al.,
2006).

Além disso, o tratamento unimodal ndo apresenta alta eficiéncia em casos de
tumores em estagios avancados e em alguns casos, 0 paciente ndo responde bem a
primeira modalidade terapéutica, gerando recidivas e a necessidade de tratamentos
multimodais (LI et al., 2013). Porém tratamentos multimodais podem aumentar a
toxicidade para o paciente (CHAWAPUN, 2006; KO et al., 2009; LEE et al., 2011).

O estagio | e Il da doenca acometem 30 a 40% dos casos, com um longo tempo de

sobrevida livre de doenca variando de 60 a 90% dos casos. Ja o restante dos casos,
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que correspondem a tumores em estadios mais avancados (lll e 1V), 40 a 50% dos
casos tem uma sobrevida de 5 anos. Pacientes com tumores localmente avangcados
e irressecaveis tem um progndéstico pobre, com uma sobrevida livre de doenca de 5

anos em apenas 10 a 40% dos pacientes (KO et al., 2009).

O prognostico atual do cancer oral é de que 50% dos pacientes morram de
complicacdes da doenca em periodo de tempo que varia de poucos meses até 3-5
anos. Estas taxas podem ser atribuidas ao atraso no diagnéstico da doenca
(KRISHNA PRASAD et al., 2013; SINHA et al., 2013).

Diferentes tipos de canceres respondem de formas diferentes ao tratamento, por
iSSo é importante entender os mecanismos envolvidos na sensibilidade a radiagéo
(CHAWPUN et al., 2006). Estudos recentes na area de gendmica direcionam 0s
tratamentos para uma medicina individualizada com o intuito de melhorar os

resultados dos tratamentos indicados.

O tratamento do CECP ainda é bastante controverso, principalmente porque ainda
ndo sao usados marcadores bioldgicos para ajudar na definicho do melhor
tratamento a ser utilizado, o que muitas vezes pode reduzir a sobrevida do paciente

em casos de recorréncia (SILVA et al., 2007).

1.1.4 Mecanismos de reparo de DNA

Diversos estudos demonstram que polimorfismos em genes de reparo podem
influenciar a atividade enzimatica, a capacidade de reparo de danos ao DNA, e levar
a instabilidade gendmica. Acredita-se ainda, que determinados polimorfismos
possam influenciar na resposta a tratamento quimioterapicos e na
radiossensibilidade (ROHR et al., 2008; GOODE et al., 2008).
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Durante o processo de crescimento e desenvolvimento celular, a célula pode passar
por processos que levam a danos em seu DNA, muitos dos quais podem ou nao ser
corrigidos, dependendo do momento e em qual situagdo ocorrem. Diversos fatores
podem causar estes danos, como radiacdo ultravioleta e ionizante, calor, dano
oxidativo, substancias quimicas como fumaca de cigarro, metabdlitos téxicos do
alcool, entre outros (BOHRER, 2009).

Se determinados danos no DNA forem reconhecidos pela maquinaria da célula,
diversas respostas podem ser ativadas para evitar que a célula se replique mesmo
na presenca de erros genéticos. Pode ocorrer a ativacao de checkpoints para parar
o ciclo celular, modificacdo da transcricdo génica ou até mesmo a apoptose
(GOODE et al., 2002).

Porém, em outros casos, 0 que ocorre € a reparacdo do DNA permitindo a
replicacéo celular e a integridade e estabilidade do genoma. Existem até hoje bem
conhecidas, 5 vias que podem ser ativadas para garantir este processo de reparo,
dependendo de cada situacao especifica e o tipo de erro que ocorreu (GOODE et
al., 2002; BOHRER, 2009).

1.1.4.1 Reversao direta do DNA danificado

Neste tipo de reparo o erro € revertido diretamente, para haver a regeneracédo da
base alterada. Um caso bastante comum deste tipo de reversédo é quando existe a
formacdo de um fotodimero mutagénico causado por luz UV. Neste caso € formado
um dimero chamado de ciclobutano (CPD) que pode ser corrigido pela enzima CPD
fotoliase, onde a enzima ir4 se ligar ao dimero e por um processo de fotorreativacéao

ira dividi-lo e regenerar as bases originais (GRIFFITHS et al., 2008).
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Existe também um outro grupo de enzima capaz de reparar este tipo de lesdo, as
alquiltransferases. As enzimas desta familia atuam removendo grupos alquila,
guando sdo adicionados a guanina por mutagenos, porém este mecanismo ainda
ndo é bem entendido (GRIFFITHS et al., 2008).

1.1.4.2 BER (Base Excision Repair)

Este mecanismo de reparo opera em pequenas lesdes com bases oxidadas ou
reduzidas, fragmentos ou adutos néo volumosos, ou aqueles produzidos por agentes
de metilacdo, atuando principalmente por modificacbes causadas por agentes
enddégenos (BERRA et al., 2006).

Uma unica base danificada € removida por DNA glicosilase de base-especifica (por
exemplo, a base oxidada 8-oxoguanina €& excisada por 8-oxoguanina DNA
glicosilase) que corta ligacdes base-acucar, liberando as bases alteradas. Apos a
excisado é formado um sitio abasico ou sitio AP (apurinico ou apirimidico). O sitio
sem base é reconhecido pela enzima AP endonuclease que se liga ao local cortando
e removendo a base danificada. Logo apds, ocorre a remocao do residuo de
desoxirribose da ponta 3’'OH para posterior sintese do DNA usando a outra cadeia
como molde, finalizando o processo através da DNA ligase. A via longa de BER
ocorre de forma semelhante, porém ao invés de haver a excisdo de uma Unica base,
ocorre a retirada de 2 a 13 bases (JANION et al., 2001; GOODE et al., 2002; AU et
al., 2004; BERRA et al., 2006; ROHR, 2008; BOHRER, 2009; GRIFITTHS et al.,
2008; ALBERTS et al., 2010). A figura 1 traz a representacdo de simplificada de

COMOo ocorre 0 processo.

Diversos genes estao correlacionados com este processo, entre 0S quais esta o

gene XRCC1, na qual a proteina produzida estimula a acdo da endonuclease (ap6s
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0 processo de excisdo) atuando na restauracdo do sitio danificado. Dois
polimorfismos em especifico, localizados nos codons 194 e 399, tem sido
amplamente estudados por resultarem em proteinas com maior e menor eficiéncia

de reparo, respectivamente.

CECEEES

DNA dlicosilase
‘ corta ligacao
base—acucar.

il Endonuclease
Sitio AP l AP faz o corte.

dRpase remove
i trecho de DNA.

{ Ol 5§
Polimerase
sintetiza
novo DNA.

5059 9%%9%% OF

l Ligase fecha
o corte.
134 2 34 ) )

Figura 1: Esquema representativo da via de BER. A corre¢céo da via de ocorre através da remocéo de
uma Unica base pela DNA glicosilase. ApGs a excisdo é formado um sitio abasico que sera
reconhecido pela enzima AP endonuclease que se liga ao local cortando e removendo a base
danificada. Logo apds, ocorre a remocédo do residuo de desoxirribose da ponta 3'OH para posterior
sintese do DNA usando a outra cadeia como molde, finalizando o processo através da DNA ligase
Fonte: Griffiths et al., (2009).
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1.1.4.3 NER (Nucleotide Excision Repair)

Esta via repara lesdes volumosas como dimeros de pirimidina, les6es causadas por
radiacdo ultra violeta, grandes adutos quimicos e ligacdes cruzadas, atuando
principalmente em danos causados por agentes exogenos. Este mecanismo é
considerado um dos mais importantes processos de reparo da célula (JANION,
2001; GOODE et al., 2002; BERRA et al.,, 2006; ALBERTS et al., 2010; SMITH,
2008).

De uma forma geral, esta via envolve 4 etapas:
i) Reconhecimento do dano por um complexo de proteinas incluindo o XPC,;

ii) Desenrolamento do DNA pelo complexo TFIIH que inclui XPD com diversas
subunidades que atuardo como helicases e outras proteinas com a RPA que servira

para manter a estabilidade da estrutura;

iii) Remocdo do fragmento de fita simples danificado, sendo geralmente um
fragmento de 27-30 pb, ou seja, maior do que a area do dano, sendo que o corte

ocorre tanto nas pontas 3’ e 5, por moléculas incluindo ERCC1 e XPF e

iv) Sintese pela DNA polimerase utilizando a fita ndo danificada como molde e por
fim a ligacdo da porgédo 5’ da fita recém sintetizada a porcao ja existente, feita pela
DNA ligase (GOODE et al., 2002; SMITH, 2008; BERRA et al., 2006).

Esta via de reparo € subdivida em duas. A primeira é o reparo acoplado a
transcricdo (TCR) que remove lesfBes presentes em genes ativos e 0 outro é o

reparo gendmico global (GGR), que remove leses no DNA nuclear como um todo.

A diferenca entre estas subvias esta na sua iniciacdo. Para o TCR séao utilizadas as
enzimas CSB e CSA, as quais possuem papel exato ainda desconhecidos. Ja para o
GGR séo utilizados os complexos de iniciagdo XPC-hHR23B, DDB1 e DDB2, que
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irdo distinguir os sitios que contém as lesfes. As demais etapas sdo semelhantes
em ambas as vias, como pode ser observado na figura 2.

Reparo do genoma global (GGR) Reparo acoplado a transcrigao (TCR)
—— —p— RNApoliL
XPE CsA QD
*_— _‘ RNA pol Il

XPC R—
HR23B \ /
/:;H XPD

XPA
T RPA =

ERCC1 “
XPF _/’\:Pu

i

O\

RPA

RFC  pNA pol

B

DNA ligase

Figura 2: Via de NER- TCR e GGR. O reparo se inicia através do reconhecimento do dano por um
complexo proteico e o desenrolamento do DNA. Em seguida, ocorre a remoc¢éo do fragmento de fita
simples danificado para posterior sintese do mesmo, utilizando a fita ndo danificada como molde e
finalizando com a ligacéo dos fragmentos pela DNA ligase. Fonte: Ferreira et al., (2010).

1.1.4.4 Reparo de quebras duplas no DNA:

Via de Recombina¢do Nao-Homologa:

A primeira etapa da via € o reconhecimento do erro. Para isso ha a ligacdo de duas

proteinas Ku70 e Ku80 no local da quebra, formando um heterodimero, com duas
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fungbes principais: impedir outros danos e recrutar outro complexo chamado de
DNA-PKcs, que aparam as pontas do filamento para gerar as pontas 5’-P e 3’-OH,
necessarias para a unido das pontas. Além disso, sera ativado também o complexo

proteico XRCC4- ligase IV, que fara a juncdo das duas pontas (GRIFFITTHS et al.,
2008; BOHRER, 2009).

l Quebra dupla de DNA

1L|gacao de KUT0 | KU8O
1 Recrutamento de DNA-PK ¢

Justaposicao das pontas
1 Autofosforilacéao de DNAPK <

Figura 3: Via de Recombinacdo de quebra dupla de DNA: Recombina¢do ndo homdéloga. A via se
baseia basicamente em reconhecer o erro e a ligagdo de um complexo para fazer a ligagdo da dupla
fita que sofreu a quebra, refazendo a jungéo das duas pontas. Fonte: Ferreira et al., (2010).

Via de Recombinacdo Homologa: Diferentemente da recombinacdo ndo homologa,
este tipo de recombinacao utiliza uma fita como molde, portanto a possibilidade de
haver erros no local do reparo é reduzida. Esta via conta com a participacdo das
proteinas da familia RAD, que serdo as principais responsaveis pelo processo de
correcao. O processo ocorre no final da fase S até G2 (BOHRER, 2009).
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Este mecanismo é também chamado de helicoidizacéo de filamento dependente de
sintese. Ele utiliza cromatides irmas disponiveis na mitose como moldes, para
garantir o reparo. A primeira etapa é a ligacdo das pontas quebradas por um
complexo proteico onde ocorre também o aparo das pontas 5’ para expor as regides
unifilamentares e o posterior revestimento destas regides pela proteina RAD51. Este
novo filamento formado de DNA-RAD51, invade o filamento da crométide irmad em
um tipo de cross over, formando a chamada algca D. A ponta 3’ do filamento que esta
invadindo vai deslocar uma das cromatides nao danificadas, iniciando assim uma
nova sintese de DNA a partir da ponta 3’ livre. A sintese ira continuar que até que os
filamentos se desenrolem dos moldes e se helicoidizem, a ligacao fechara os cortes,
terminado assim o processo (figura 4) (GRIFFITHS et al., 2008; GOODE et al.,
2002).

Esta via envolve diversas familia génicas, entre as mais estudadas estdo a RAD e a
XRCC3, sendo que estas proteinas interagem diretamente neste processo de reparo
(GOODE et al., 2002).
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Figura 4: Via de recombinacdo de quebra dupla de DNA: Recombinacéo homodloga. A primeira etapa
da via é a ligagcdo das pontas quebradas por um complexo proteico. Este novo filamento formado de
DNA e complexo proteico invade o filamento da crométide irm& em um tipo de cross over, formando
uma al¢a, invadindo a crométide ndo danificada iniciando a sintese da nova fita, processo este que ir&
ocorrer até o fechamento completo dos cortes terminando o processo. Fonte: Griffiths et al., (2009).

1.1.4.5

MMR (Mismatch Repair):

A maioria do conhecimento que se tem desta via € a partir de estudos com E. coli.

Porém, estudos recentes tém permitindo um avanco no entendimento destes

mecanismos. E o principal motivo deste avanco € a ligacdo deste sistema de reparo,
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com doengas humanas, ja que defeitos nesta comumente levam a instabilidade de
microssatélites e a presenca de diversos polimorfismos, o que pode levar ao
surgimento de cancer, dentre os mais conhecidos, o cancer colorretal e de mama
(AQUILINA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2009; ROHR, 2008; PONTES et al., 2005).

O sistema de reparo de mismatch ou reparo de mal pareamento, tem como principal
funcdo corrigir erros de replicacdo causados pela DNA polimerase, elevando a
fidelidade do processo e garantindo a manutencdo da estabilidade gendmica por
remover erros de replicagcdo do DNA. (AQUILINA et al., 2001; ROHR, 2008).

O sinal iniciador para o processo de correcdo, em Escherichia Coli, se da pela
auséncia de metilagdo na posicdo N6 da adenina nos sitios dGATC da fita recém
sintetizada. Existe ainda, a presenga de estruturas em forma de “gaps” na cadeia
nao metilada, que auxilia no direcionamento da reacdo, porém em eucariotos, estes
nao tem uma funcéo tdo exata e bem definida como em procariotos. (OLIVEIRA et
al., 2009)

Assim, o sistema de MMR tem que ser capaz de reconhecer a fita recém sintetizada,
encontrar e corrigir o erro. O reparo se inicia com a ligacdo de um homodimero
chamado de MutS nos nucleotideos que foram adicionados incorretamente, seguido
pela ligagcdo de um segundo homodimero, o MutL (as funcdes destas proteinas sao
semelhantes em células de mamiferos). Em seguida, sdo formados dois grandes
complexos por proteinas homolégas ao MutS, chamadas de hMutSa (que em
eucariotos sdo formados pelas proteinas MSH2 e MSH6), que tem como funcao
reconhecer pequenos mismatches e pequenos erros de insercdo e delecéo, e
hMutSB (em eucariotos, MSH2 e MSH3) que reconhece erros de tamanhos mais
expressivos.Estes complexos se ligardo ao MutLa para de fato realizar a correcéo
dos mismatches, que ird depender da presenca de ATP. (OLIVEIRA et al., 2009;
PONTES et al., 2004)

Havera também a ativacdo da proteina UvrD (com atividade de helicase) e a

endonuclease MutH, que é a principal responsavel pela clivagem da cadeia que

.....

substituindo os nucleotideos adicionados incorretamente.
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E importante destacar, que o complexo enziméatico tem a funcdo de reconhecer os
erros na fita recém-sintetizada. Tal processo s6 é possivel devido ao processo de
metilacdo nas bases citosina que ocorre logo apdés o processo de replicagdo do
DNA, sendo assim, é importante que a correcdo aconteca antes que a fita recém

sintetizada seja metilada, para permitir sua identificacao.

A metilagcao ocorre no sitio 5’-GATC- 3’ e é no “A” que a enzima MutH ira realizar a
clivagem, mesmo que este encontre-se centenas de pares de base antes do sitio
gue necessita de correcdo. A enzima com atividade de helicase fara o
desenrolamento da fita até chegar ao local da excisdo. A figura 5 traz um esquema
representativo de como ocorre este processo (GRIFFITHS et al., 2008).

Em eucariotos, até o momento, esta descrito um mecanismo principal e mais simples
pelo qual ocorre a correcdo dos mismatches. Este mecanismo requer a participacao
dos complexos proteicos MutSa, MutLa, Exo1, RPA e ATP. O complexo proteico de
MutSa ira ativar a enzima Exo1, o que fara a hidrélise da regido 5 no erro
encontrado no DNA. Em seguida, o complexo formado ird fazer a hidrolise dos
nucleotideos, podendo remover aproximadamente 2000 nucleotideos. A enzima
RPA atua diminuindo a capacidade de excisdo do complexo para aproximadamente
250 nucleotideos. Ja o complexo MutLa atua na finalizagdo na excisdo tanto
suprimindo a RPA como atuando em conjunto com a mesma. Tem sido demonstrado
ainda, que a fosforilagdo € um método eficiente para reduzir a afinidade da molécula
de RPA pelo DNA, o que consequentemente ira diminuir a excisdo dos nucleotideos
e estimular a sintese da nova cadeia de DNA. (OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 5: Via de Mismatch Repair. Para o inicio da ativacdo da via, havera a ativacdo de complexos
proteicos com atividade de helicase para posterior clivagem, iniciando de fato o reparo com a
substituicdo dos nucleotideos que foram adicionados incorretamente. Fonte: Griffiths et al., (2009).

1.1.5 Genes de reparo do DNA

O gene XRCC1 (X-Ray Repair Cross-Complementing Group 1) esta localizado no
cromossomo 19q13.2 e contém 17 éxons que codificam 633 aminoacidos (KUMAR
et al.,, 2012). Sua principal funcdo € na via de reparo de BER, com o reparo de
guebras de fita simples. Sua atividade se da pela interacdo com outras proteinas
como a poli (ADP-Ribose) polimerase (PARP), DNA polimerase 3 e a ligase Il (AU
et al., 2004; KUMAR et al., 2012).
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Existem descritos para este gene 200 polimorfismos, dentre os mais estudados
estdo os polimorfismos Arg280His, Argl94Trp e Arg399GIn, sendo que os dois
altimos estdo sendo estudados neste trabalho (WANG et al., 2013). O polimorfismo
Arg399GIn é o que tem sido mais amplamente estudado. Muitos estudos tem
relatado sua associacdo com o risco de diversos canceres (AU et al., 2004,
STURGIS et al., 1999; YIN et al., 2009 ).

O polimorfismo XRCC1 Arg399GIn (rs1799782) € causado por uma substituicdo de
uma arginina por um glutamina na posi¢cdo 399 do éxon 10, que € um residuo
conservado de dominio de ligacdo da poli (ADP-Ribose) polimerase (PRAMANIK et
al., 2011; OLSHAN et al., 2002).

O polimorfismo XRCC1 Arg194Trp (rs1799782) ocorre devido a uma substituicdo de
arginina por um triptofano no éxon 6 do gene. (RAMACHADRAN et al, 2006). Nao se
conhece bem por qual mecanismo que este polimorfismo ira agir no sistema de
reparo. Porém, o estudo de Hu et al (2008) revelou que o polimorfismo Argl94Trp
esta relacionado a uma diminuicéo de risco de cancer. O grupo de pesquisa de Au et
al (2004) vem tentando elucidar por qual mecanismo que este polimorfismo atua no

processo de reparo.

O gene XPC (Xeroderma Pigmentosum Group C) esta localizado no cromossomo
3p25.1 e faz parte da via de NER, codificando parte do complexo de XPC-HR23B,
gue tem o papel de detectar o erros do DNA. As proteinas codificadas pelo gene
XPC funcionam como um sensor de danos e recrutam outros fatores do complexo
da via de NER. Acredita-se que estas proteinas tenham maior afinidade por danos
causados por luz UV (WANG et al., 2013).

Para o gene XPC existem descritos até 0 momento 692 polimorfismos, sendo PAT,
Ala499Val e Lys939GIn os mais estudados (WANG et al.,, 2013). O polimorfismo
XPC Lys939GIn (rs2228001) se da por uma substituicAo de uma lisina por uma
glutamina na posicdo 939 do éxon 15 (JI et al., 2012). O estudo de Wang et al
(2013) traz que os polimorfismos PAT e Ala499Val estdo diretamente relacionados

com uma diminuicdo na capacidade de reparo.
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O gene ERCC1 (Excision Repair Cross Complementing-Group 1) também atua na
via do NER, tendo um papel critico na estabilidade genémica. O gene esta
localizado no cromossomo 19q13.2-g13.3 e possui 10 éxons (LIMA et al., 2012).

A proteina ERCC1 tem a fung&o de posicionar a endonuclease XPC que ira catalisar
a incisdo do DNA na porgédo 5’ da fita lesionada. A proteina possui um dominio
central com sitios de ligacdo para o DNA de fita simples e de fita dupla e um sitio de
ligacdo para a proteina XPA, responsavel pela ligacdo entre a maquinaria de reparo
e a proteina XPF. Acredita-se que ERCC1 atue ndo apenas em NER mas também
no mecanismo de reparo de recombinacdo homdloga e ndo homoéloga (LIMA et al.,
2012).

Para este gene, existem descritos 437 polimorfismos, sendo que 0os mais estudados
sé&o os Asnl118Asn, IVS5+33C>A e 8092C>A (WANG et al., 2013). Diversos SNPs

deste gene foram descritos como aumentando suscetibilidade a carcinogénese.

No polimorfismo ERCC1 Asnll18Asn (rsl1615) ndo ocorre substituicio de
aminoacidos, ocorrendo apenas a alteracdo de uma timina por uma citosina na
posicdo 118 do éxon 4 (YIN et al, 2009). Alguns estudos demonstram que o0
polimorfismo Asn118Asn apresenta baixa penetrancia para a carcinogénese e ainda
nao se conhece seu mecanismo de acdo, 0 que se sabe é que a apesar de néo
modificar a sequéncia de aminoécidos, o alelo T esta associado com menores niveis

de mRNA e consequente menores niveis de proteina (VAEZI et al., 2011).

O gene XRCC3 (X-Ray Repair Cross-Complementing Group 3) esta localizado no
cromossomo 14g32.33 e faz parte da via de recombinacdo homologa. Para o gene
XRCC3 foram descritos 438 polimorfismos, sendo que o mais estudado é o
Thr241Met (WANG et al., 2013). O polimorfismo XRCC3 Thr241Met (rs861539) é
causado por uma substituicdo de uma treonina por uma metionina na posicédo 241
do éxon 8, e o polimorfismo nédo esta no sitio de ligacdo de ATP, que € o Unico sitio

funcional da proteina.

Células deficientes na proteina XRCC3 apresentam uma reducdo na capacidade de
reparo por recombinacdo homodloga. Mutacbes no gene XRCC3 causam

instabilidades cromoss6micas severas. O polimorfismo XRCC4 241Met esta
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relacionado a um aumento significante de dele¢cdes cromossdémicas em células sob
Raios-X. Foi identificado que o gendtipo variante ndo tem efeito sobre o reparo do
dano induzido por luz UV quando comparado com o gendétipo selvagem (AU et al,
2004).

A proteina RAD51 esta envolvida na via de reparo por recombinacdo homdloga e
auxilia na manutencdo na estabilidade cromossdmica, apresentando atividade de
ATPase. Seu gene se localiza no cromossomo 15g15.1 € uma proteina homéloga a
RecA de E. coli (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5888;
http://www.uniprot.org/uniprot/Q06609).

Para o gene RAD51, existem descritos 737 polimorfismos, sendo que -98G>C e
172G>T séo os mais comumente estudados (WANG et al., 2013). O gene RAD51
esta associado aos genes BRCA1 e BRCA2 que sdo genes supressores tumorais,
sugerindo que um defeito na recombinagédo pode levar ao desenvolvimento tumoral.
O polimorfismo RAD51 -98G>C (rs1801320), também chamado de RAD51 135G/C
se da por uma substituicdo de guanina por uma citosina a 98 pares de base antes do

promotor no éxon 1 e seu mecanismo se acao ainda permanece bastante obscuro.

1.1.6 Acéao daradioterapia

A radioterapia tem sido usada como um dos tratamentos mais eficazes para o
tratamento do cancer. Seu funcionamento se baseia na inducdo de radiacéo
ionizante baseada em raios X de alta energia. Ela age de forma a atingir um
determinado volume tumoral para erradicar o tumor e danificar minimamente os
tecidos normais (RUYCK, 2007).

A acdo da radiacdo ionizante sobre as células pode ser direta ou indireta,

dependendo da interagdo com o ambiente celular. O efeito direto é aquele em que a
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radiacao ira agir diretamente sobre o proprio DNA gerando a quebra da dupla fita. Ja
a acdo indireta € aquela em que a radiacdo interage com moléculas de agua
gerando outros intermedidrios como as espécies reativas de oxigénio, onde estas
serdo responsaveis por 70% do dano causado ao DNA. Sendo assim, o principal
dano causado pela radiacdo € o dano ao DNA gue na maioria das vezes, levara a
morte celular, dependendo da intensidade do tratamento (RUICK, 2007; LIMA,

2011).

Apesar da radiacdo na maioria das vezes levar a morte, os danos causados ao DNA
tendem a ser corrigidos para evitar que a célula ndo seja levada a apoptose ou a
necrose e diversas cascatas séo ativadas com o intuito de controle do ciclo celular,

reparo aos danos causados ao DNA, apoptose e outros (RUICK, 2007).

Apos o inicio do tratamento, os processos patoldgicos logo comecam a ser sentidos,
porém os efeitos clinicos e patologicos podem demorar muito tempo a aparecer. A
resposta aguda a radioterapia, ocorre em tecidos de rapida proliferacdo, como
tecidos epiteliais e medula éssea, levando a resposta inflamatdria e ao aparecimento

de edemas e eritemas na pele (KO et al., 2009).

Os efeitos tardios podem levar até anos para aparecer e ocorrem em tecidos de
proliferacdo lenta, como muasculo, rim e figado. Estes efeitos podem trazer graves

consequéncias aos pacientes, visto que muitas vezes deixam sequelas intrataveis

Apoés a radioterapia, diversos fatores estdo relacionados a resposta obtida pelo
paciente. Em diversos casos, existe a necessidade do tratamento cirargico e o
aparecimento de comorbidades, como hipertensdo e diabetes, que podem estar
associados ao estilo de vida e fatores genéticos. Existem ainda, pacientes que
apresentam uma hiper-radiossensibilidade, o que acredita-se estar também

relacionado a fatores genéticos.

A resposta tumoral a radiacdo € medida principalmente pela regressao do tumor e
hipéxia, além de respostas inflamatérias angiogénicas dentro do microambiente
tumoral (TADDEI et al., 2013).

A resposta do tumor primario do CECP a radioterapia pode ser afetada pelo sitio

anatémico, classificagdo TNM e género do paciente. (HUANG et al., 2013).
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A radiacdo gera radicais livres altamente reativos com o DNA, processo que é
melhorado na presenca de altas taxas de oxigénio, o que indica que tumores
hipoxicos tém respostas menos eficazes em termos de controle loco regional e
sobrevida. Para tanto, tem sido desenvolvidos técnicas para medir e identificar
tumores hipoxicos com o intuito de melhorar o tratamento. Diversos marcadores ja
foram identificados como a proteina HIFla. Com isso, a principal intencdo €
identificar os pacientes em que a hipoxia pode ser modificada e melhorar o
tratamento nestes pacientes. Tem sido indicado até mesmo o controle da anemia,
visto que estudos recentes indicam que baixas taxas de hemoglobina sao

indicadores de mau progndstico apés a radioterapia (SILVA et al, 2\007).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os polimorfismos de genes de reparo de DNA XRCC1 Argl94Trp
(rs1799782), XRCC1 Arg399GIn (rs25487), XRCC3 Thr241Met (rs861539), XPC
Lys939GIn (rs2228001), ERCC1 Asn118Asn (rs11615) e RADS51 -98G>C
(rs1801320) em relacdo ao prognostico de pacientes com carcinoma epidermoide de
cabeca e pescoco, segundo a modalidade terapéutica

2.2 Objetivos Especificos

e Correlacionar os diferentes gendtipos dos polimorfismos estudados com o
prognostico dos pacientes, segundo a ocorréncia de recidiva local, 6bito e
sobrevidas livre de doenca local e doenca especifica nos casos de carcinoma
epidermdide oral e de orofaringe e separadamente de laringe, segundo a

modalidade terapéutica.

e Avaliar os diferentes resultados relacionados a radiossensibilidade tumoral

entre os tumores de cavidade oral, orofaringe e laringe.
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3 METODOLOGIA

3.1 Consideracbes éticas

O material utilizado para a realizacdo do estudo foi coletado apds entrevista e
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. O DNA extraido das
amostras de sangue coletadas séo responsabilidade do Dr. Marcos Brasilino de
Carvalho - Coordenador de Grupo no Projeto Genoma do Hospital Heliopolis — e da
Dra. Eloiza Helena Tajara da Silva - Coordenadora do Projeto Genoma Clinico do
Cancer de Cabeca e Pescoco. Todos os dados clinicos obtidos e as informacdes
contidas nos prontuarios sao mantidas em sigilo, garantindo assim a
confidencialidade das informacdes. O Projeto Genoma Clinico do Cancer de Cabeca
e Pescoco (projeto mestre, do qual esta dissertacdo faz parte) foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, sob protocolo o n° 135, conforme

anexo 1.

3.2 Casuistica

Para avaliar os polimorfismos selecionados, foram estudados 311 pacientes com
CECP tratados no Servico de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital Helidpolis
entre o periodo de 2001 a 2011. Entre estes, 151 pacientes foram operados e

irradiados e 160 foram apenas operados.
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Os casos incluidos no estudo se restringem aos carcinomas epidermdéides de
cavidade oral, orofaringe e laringe. Todos 0s casos possuem confirmacao histolégica
do diagnostico oncolégico e ndo haviam sido previamente submetidos a qualquer
forma de tratamento para a doenca em questdo. Os casos com diagnostico de

metastase a distancia foram excluidos do presente estudo.

O acompanhamento dos pacientes foi feito por uma equipe multidisciplinar de
acordo com a rotina estabelecida no servico do hospital, garantindo um seguimento
minimo de 24 meses apds o tratamento inicial. Os registros incluem informacdes

epidemiol6gicas abrangentes quanto aos fatores de risco relacionados a doenca.

Os critérios utilizados para o diagnoéstico da doenca primaria incluem a suspeita
clinica através de anamnese e exame fisico, e posterior confirmacdo com exame

histopatoldgico do produto de bidpsia.

A suspeita clinica para metastase cervical (N+) inclui exame fisico e radiolégico
confirmados pela analise histolégica do esvaziamento cervical. Em alguns casos foi
utilizada a puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) para coleta de material e

analise citoldgica.

O grupo de 311 casos que foram analisados é composto por 40 individuos do
género feminino (12,9%) e 271 individuos do género masculino (87,1%). Destes, 7
possuem idade inferior aos 40 anos (2,3%), 70 individuos possuem idade entre 41 e
50 anos (22,5%), 123 individuos com idade entre 51 a 60 anos (39,5%), 82
individuos com idade entre 61 e 70 anos (26,4%) e 29 individuos com mais de 70
anos de idade (9,3%).

Quanto ao habito tabagista, foram considerados néo tabagistas, 0s pacientes que
nunca fumaram ou pararam de fumar a mais de um ano, caracteristica esta,
representada por 28% dos pacientes (87 individuos) e o grupo de fumantes é
composto por 224 pacientes (72%). Ja& o habito etilista, apresentou uma frequéncia
de 49,5% de pacientes etilistas (154 individuos) e 50,5% de pacientes néo etilistas
(157 individuos) (tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes diagnosticados com CECP

Sitio
Caracteristicas Total Oral, .
epidemiologicas orofaringe Laringe
No. (%) No. (%) No. (%)

Género

Feminino 40 12,9 31 14,8 9 8,9

Masculino 271 87,1 179 85,2 92 91,1
Faixa etéria, anos

<40 7 2,3 6 2,9 1 1,0

41 -50 70 22,5 47 22,4 23 22,8

51-60 123 39,5 84 40,0 39 38,6

61-70 82 26,4 53 25,2 29 28,7

> 70 29 9,3 20 9,5 9 8,9
Tabagismo

Nao 87 28,0 58 27,6 29 28,7

Sim 224 72,0 152 72,4 72 71,3
Etilismo

Néao 157 50,5 103 49,0 54 53,5

Sim 154 49,5 107 51,0 47 46,5
Total 311 100,0 210 67,5 101 325

Durantes as analises, a cavidade oral e orofaringe foram combinados em um unico
grupo por apresentarem caracteristicas histopatologicas semelhantes, e por
apresentarem caracteristicas semelhantes quanto ao tratamento aplicado. Sendo
assim, foram analisadas 210 amostras da cavidade oral e orofaringe e 101 amostras

da laringe, como pode ser observado na tabela 1.

3.3 Extracdo de DNA de sangue periférico

Para a extracao do DNA de sangue periférico foi utilizada a metodologia de extracao

por sal, na qual o sangue coletado foi misturado a 25 ml da Solugdo Tampéao 1,
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composta por 1550mM Cloreto de Aménio (82,91g), 100mM Carbonato acido de
Potdssio (10,01g), 10mM EDTA, pH: 7,4 (50ml de EDTA 0,2 M. pH: 7,4) e
guantidade suficiente para 1000ml de agua Milli-Q.

Em seguida, o material foi homogeneizado por inversdo e mantido no gelo por 30
minutos. ApGs esse periodo, foi centrifugado por 15 minutos a 1800 rpm a 4°C e o
sobrenadante descartado. Ao pellet formado, foi adicionado 5 ml da Solucéo
Tampao 1 e centrifugado por 5 minutos a 1800 rpm a 4°C.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido através de
agitacdo em 3 ml da Solugcédo Tampéo 2, composta por 100 mM Tris-HCI, pH: 8,0 (10
ml Tris 1M, pH: 8,0), 4 M NaCl (23,38 g), EDTA (10ml EDTA 0,2 M; pH: 8,2) e
quantidade suficiente para 1000 ml de Agua Milli-Q. Em seguida, adicionou-se junto
a solucao, 10 uL de proteinase-K e posteriormente 300uL de SDS 10%. Em seguida,

a solucao foi incubada a 37°C por 16 horas.

Apés o periodo de repouso, foi adicionado 1 ml de NaCl saturado (6 M) e
homogeneizado vigorosamente por 15 segundos (vortex), e centrifugado em seguida
por 20 minutos a 3000 rpm. Apoés esse periodo, o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo, onde o DNA foi precipitado e adicionado 2 volumes de etanol
absoluto em temperatura ambiente. O DNA precipitado foi icado e passado no etanol

70% em temperatura ambiente.

Posteriormente, o DNA foi dissolvido em um tubo contendo 800 uL de TE -
composto por 10 mM Tris (1 ml Tris 1 M, pH: 7,5), 1 mM EDTA (0,5 ml EDTA 0,2 M;
pH: 7,4) e quantidade suficiente para 1000 ml de agua Milli-Q — e incubado a 65°C

por 30 minutos e posteriormente armazenado em congelador -20°C.
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3.4 Escolha das regides e Técnica de PCR-RFLP

A escolha das regides se deu principalmente pela influéncia dos genes de reparo no
processo carcinogénico e sua possivel relacdo com a radioterapia. Os polimorfismos
escolhidos XRCC1 Argl194Trp (rs1799782), XRCC1 Arg399GIn (rs25487), XRCC3
Thr241Met (rs861539), XPC Lys939GIn (rs2228001), ERCC1 Asn118Asn (rs11615)
e RAD51 -98G>C (rs1801320), fazem parte das principais vias de reparo de DNA, o
gue permite a ampla visdo de como o sistema de reparo pode influenciar o

prognostico e o tratamento radioterapico dos pacientes com CECP.

A amplificacdo das regides de interesse foi realizada através de técnica de PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction), no termociclador Veriti® Thermal Cycler da
Applied Biosystems. A técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism
ou polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo, revela polimorfismos
devido a presenca ou auséncia de sitios de restricdo, que sao identificados com a

utilizacdo de enzimas de restricao.

A tabela 2 descreve a sequéncia dos primers utilizados na reacdo de PCR e o0s

fragmentos gerados apoés a reacédo de PCR.

Apés a padronizacdo da técnica de PCR, foram alcancadas as condicdes fisicas e
guimicas ideais para a realizacdo da técnica. As mesmas estao representadas nas

tabelas 3 e 4, respectivamente.
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Tabela 2: Sequéncia de primers e seus respectivos fragmentos gerados na reagdo de PCR.

Polimorfismo Sequéncia dos Primers Fragmento Referéncia
gerado
XRCC1 5-GCCCCGTCCCAGGTA-3 MANGONI et
Arql94T 490 pb al. (2011)
rg p 5 AGCCCCAAGACCCTTTCACT 3 '
XRCC1 5-TCTCCCTTGGTCTCCAACCT-3 PRATESI et
Arg399GI 402 pb al., (2011)
g n 5-AGTAGTCTGCTGGCTCTGG-3 v
XRCC3 5-GGTCGAGTGACAGTCCAAAC-3 MANGONI et
Thr241M 455 pb al., (2011)
r et 5-TGCAACGGCTGAGGGTCTT-3 "
XPC 5-ACCAGCTCTCAAGCAGAAGC-3 GOODE et al.,
Lys939Gl| 281 pb (2002)
ys n 5-CTGCCTCAGTTTGCCTTCTC-3
ERCC1 5-GCAGACTCACCTGAGGAAC-3’ WARNECKE-
AsSn118A 199 pb EBERZ et al.,
sn118Asn 5-GAGGTGCAAGAAGAGGTGGA-3’ (2009)
5-TGGGAACTGCAACTCATCTGG-3 PRATESI et
RAD51 -98G>C 157 pb al., (2011)
5-GCGCTCCTCTCTCCAGCAG-3 v
Tabela 3: Condicdes fisicas da reacdo de PCR
. . XRCC1 XRCC1
Condices Fisicas Arg194Trp  Arg399GIn XRCC3 XPC ERCC1 RAD51
Ciclos 35 35 35 35 40 40
Desnaturacéo 94°C,; 94°C,; 94°C,; 94°C; 94°C,; 94°C,;
30seg 30seg 30seg 30seg 30seg 60seg
Anelamento 57°C; 57°C; 57°C; 57°C; 57°C; 60°C;
30seg 30seg 30seg 30seg 30seg 30seg
Extenséo 72°C; 72°C; 72°C; 72°C; 72°C; 72°C;
20seg 20seg 20seg 20seg 20seg 40seg
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Tabela 4: Condi¢gbes Quimicas da Reacéo de PCR

Condic¢6es Quimicas

Taq Platinum DNA Polimerase 0,2ul
25 uM de primer F/R 0,6 ul
10 mM de dNTP 0,3 ul
50 mM de MgClz 0,45 pl
10X buffer 1X
H20 ultrapura 10,35 ul
Volume final 15ul

As reacOes de digestdo (RFLP) foram padronizadas conforme indicacdo do
protocolo do fabricante. As condi¢cbes quimicas e fisicas ideais estdo apresentadas
na tabela 5.



Tabela 5: Condigbes quimicas e fisicas da reagéo de RFLP
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Condicbes XRCC1 XRCC1
) XRCC3 XPC ERCC1 RAD51
Quimicas Arg194Trp Arg399Gin
Enzima Pvull Mspl Hinlll Pvull BseMI Mval
0,5puL 0,25puL 0,125 pL 0,5 uL 0,125 pL 0,17 pL
Buffer 1,0ul 0,75uL 0,875 pL 1,0 uL 0,875 pL 1,0 uL
Produto 5,0ul 8,0uL 5,0 uL 5,0 uL 5,0 uL 5,0 uL
H20O ultrapura 8,5ul 6,0uL 5,0 uL 8,5 uL 5,0 uL 3,83 uL
Condicdes Fisicas
Temperatura 37°C 37°C 37°C 37°C 55°C 37°C
Tempo 35min 60min 16h 35min 16h 1h20min

3.5 Visualizacéo e analise do produto

Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose 3%, por 35 minutos a 150 volts e corados com Brometo de Etidio. O

resultado obtido em cada uma das regifes esta apresentado na figura 6.
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Figura 6: Gel de Agarose 3%, corado com Brometo de Etidio. A) XRCC1 Arg194Trp- 1: Ladder
100pb; 2: Homozigoto selvagem (Arg/Arg); 3: Heterozigoto (Arg/Trp); 4: Homozigoto variante
(Trp/Trp). B) XRCC1 Arg399GIn- 1: Ladder 100pb; 2: Homozigoto selvagem (Arg/Arg); 3:
Heterozigoto (Arg/GlIn); 3: Homozigoto variante (GIn/GIn). C) XRCC3 Thr241Met- 1; Ladder 100pb; 2:
Heterozigoto (Thr/Met); 3: Homozigoto selvagem (Thr/Thr); 4. Homozigoto variante (Met/Met). D) XPC
Lys939GIn- 1:Ladder 50pb; 2: Homozigoto selvagem (Lys/Lys); 3: Heterozigoto (Lys/GIn); 4:
Homozigoto variante (GIn/Gln). E) ERCC1 Asn118Asn- 1: Ladder 100pb; 2: Homozigoto selvagem
(Asn/Asn); 3: Homozigoto variante (Asn/Asn); 4: Heterozigoto (Asn/Asn). F) RAD51 -98G>C- 1:
Ladder 50pb; 2: Homozigoto selvagem (GG); 3: Heterozigoto (GC); 4: Homozigoto variante (CC).

3.6 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizada a margem de erro estipulado em menor que
5%, de acordo com o teste de significancia de Lilliefors (significancia quando p
<0,05). Para os testes de associacao foram utilizados o teste Qui-quadrado e

guando necessario, 0 teste exato de Fisher. Para a analise da sobrevida foi
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calculado o intervalo de tempo (em meses) entre as datas de cirurgia e 6bito de
cada paciente, ou do Ultimo retorno nos casos sobreviventes. Adicionalmente, o
intervalo de tempo para a andlise da sobrevida livre de doencga local foi calculado
utilizando como ponto final a data da recidiva local ou a data do dltimo retorno nos
casos assintomaticos. As curvas de sobrevidas foram avaliadas segundo o modelo

Kaplan-Meier, e sua significancia confirmada pelo valor de p de Wilcoxon.

As andlises de regresséo logistica multivariada e de Cox Proportinal Hazard foram
utilizadas para ajustar os valores de Odds ratio (OD), Hazard ratio e Intervalo de
Confianga (IC 95%) dos resultados significativos. A relacao clinico-bioldgica e o valor
de p<0,10 foram considerados para selecionar as variaveis a serem utilizadas no
modelo de analise multivariada. Os calculos estatisticos foram realizados com a

utilizagéo do software Epi Info® v3.4.3
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4 RESULTADOS

4.1 Anélise descritiva

4.1.1 Andlise clinicopatolégica

Os pacientes analisados foram caracterizados quanto as caracteristicas
clinicopatoldgicas dos tumores, como pode ser observado na tabela 6. O primeiro
dado apresentado diz respeito ao estadio do tumor, que foram divididos em 4
estadios. Conforme o UICC, o grupamento por estadios é realizado conforme as
caracteristicas TNM do tumor, sendo T tamanho do tumor, N linfonodos acometidos
e M metastases a distancia. Sendo assim, o estadio | agrupa os tumores que
apresentam T1NOMO, o estadio Il os tumores com T2NOMO, estadio Il os tumores
T1,T2, T3NO e N1 e o estadio IV qualquer T e N2.

Das amostras aqui analisadas, 35 pacientes apresentam tumores nos estadio |
(11,3% dos pacientes), sendo que destes, 21 correspondem ao sitios da cavidade
oral e orofaringe e 14 da laringe. No estadio Il estdo inclusos 50 pacientes, onde 13
tiveram CE de laringe e outros 37 CE de cavidade oral ou orofaringe. J& no estadio
lll, 49 pacientes apresentaram CE oral ou de orofaringe e outros 19 na laringe,
totalizando 68 pacientes. No estadio IV, foram inclusos 158 pacientes, sendo que

destes, 103 apresentaram tumores na cavidade oral e orofaringe e 55 na laringe.

Foi realizada também a classificacdo patolégica dos tumores de acordo com seu

tamanho (pT1, pT2, pT3 e pT4), onde foi possivel observar que 40,8% dos tumores
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estdo classificados como pTl e pT2, 25,1% como pT3 e 34,1% como pT4,
distribuidos nos trés sitios anatébmicos (tabela 6).

Quanto a andlise de linfonodos acometidos (pN), resultados também comprovados
pela anatomia patoldgica, foi possivel observar que 166 pacientes apresentaram
resultado negativo e 145 apresentaram resultado positivo, sendo que na cavidade
oral e orofaringe 112 pacientes apresentaram linfonodos acometidos e no caso da
laringe apenas 33 apresentaram linfonodos acometidos.

A andlise de metastase a distancia (pM), mostra que 100% dos pacientes estao
livres de metastase, resultado importante para o estudo, visto que a presenca de
metastase, principalmente quando acompanhado de linfonodos acometidos, reduz
em muito a expectativa de vida do paciente, o que nao seria benéfico, visto que este

estudo necessita de um acompanhamento minimo de 36 meses.

Tabela 6: Caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes com CECP

o Sitios
C:fur.acterlstlc,as. Total Oral, Orofaringe Laringe
clinicopatoldgicas

No. (%) No. (%) No. (%)

Estadio

I 35 11,3 21 10,0 14 13,9

Il 50 16,1 37 17,6 13 12,9

1 68 21,9 49 23,3 19 18,8

v 158 50,8 103 49,0 55 54,5
Tamanho do tumor (pT)

pT1, pT2 127 40,8 95 45,2 32 31,7

pT3 78 25,1 59 28,1 19 18,8

pT4 106 34,1 56 26,7 50 49,5
Linfonodos acometidos (pN)

Negativo 166 53,4 98 46,7 68 67,3

Positivo 145 46,6 112 53,3 33 32,7
Metastase (pM)

Negativo 311 100,0 210 100,0 101 100,0

Positivo 0 0,0 0 0,0 0 0,0

Total 311 100,0 210 67,5 101 32,5
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4.1.2 Caracteristicas do tratamento

Quanto as caracteristicas do tratamento foram analisadas as variaveis cirurgia,
radioterapia, quimioterapia e margens cirdrgicas livres ou positivas. Todos o0s
pacientes que fazem parte deste estudo foram operados, como pode ser observado
na tabela 7. J4 para o tratamento radioterdpico, 151 pacientes (48,6%) foram
tratados, enquanto que 160 pacientes (51,4%) n&o passaram pelo tratamento.
Distribuindo por sitio anatdémico, 108 pacientes com CE oral ou de orofaringe nao
passaram pelo tratamento radioterapico, enquanto que 102 foram tratados. Ja para a
laringe, 52 pacientes ndo foram tratados e 49 pacientes receberam a radioterapia.

Para o tratamento da quimioterapia, 291 pacientes, o que corresponde a 93,6%, nao
receberam a quimioterapia e destes, 194 sdo pacientes com CE oral e orofaringe e
97 com CE de laringe. Os demais, o que totaliza 20 pacientes, foram tratados com

guimioterapia, sendo que apenas 4 destes foram acometidos por cancer na laringe.

Quanto as margens cirdrgicas, 87,1% dos pacientes apresentam margens livres de
tumores, enquanto 12,9% possuem margem cirdrgica positiva. Quando considerado
0s sitios anatémicos, 85,7% dos tumores de cavidade oral e orofaringe e 90,1% dos

tumores de laringe apresentaram margem cirurgica livre (tabela 7).



Tabela 7: Caracteristicas clinicas dos tratamentos dos pacientes com CECP

Sitios
o Total Oral ]
Caracteristicas do tratamento Orofarir,1ge Laringe
No. (%) No. (%) No. (%)

Cirurgia

Sim 311 100,0 210 100,0 101 100,0

Nao 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Radioterapia

Nao 160 514 108 51,4 52 51,5

Sim 151 48,6 102 48,6 49 48,5
Quimioterapia

Nao 291 93,6 194 92,4 97 96,0

Sim 20 6,4 16 7,6 4 4,0
Margens cirargicas

Livres de Tumor 271 87,1 180 85,7 91 90,1

Positiva 40 129 30 14,3 10 9,9
Total 311 100,0 210 67,5 101 325

4.1.3 Fatores de prognastico
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Foram analisados dados de recidiva geral, que inclui a recidiva local, regional e

metastase; recidiva local que analisa o retorno da doenca no local do tumor primario

e ainda dados de o6bito.

Em todas as trés categorias especificadas anteriormente, existem casos que foram

classificados como “nao avaliados”. No caso das recidivas, iSso ocorreu porque 0

tumor ndo pode ser eliminado mesmo apos cirurgia, quimioterapia e radioterapia,

portanto o aparecimento do tumor ndo pode ser considerado recidiva e sim tumor

residual. E no caso do Obito mais especificamente, estes pacientes classificados

como ndo avaliados, vieram a 0bito, porém foram de motivos ndo relacionados a

doenca, o que elimina totalmente a possibilidade de estar neste grupo para analise

de progndstico na categoria obito.
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Os dados de recidiva apontam que 51,8% (161 pacientes) dos pacientes né&o
recidivaram e 30,2% (94 pacientes) recidivaram, enquanto os outros 18% nao
puderam ser avaliados, pelos motivos j4 explicitados anteriormente. Quanto aos
sitios anatbmicos, destes 161 pacientes que nao apresentaram recidiva, 100
possuiam tumores na cavidade oral ou orofaringe e os outros 61 na laringe. Dos 94
pacientes que recidivaram, 25 apresentaram tumores de laringe e 69 tiveram CE oral

ou de orofaringe (tabela 8).

Quanto a recidiva local, 22,5% (70 pacientes) tiveram a recidiva local contra 59,5%
(185 pacientes) que n&o apresentaram a recidiva e 18% dos casos néo puderam ser
avaliados. Considerando os sitios anatdomicos, 117 dos que ndo recidivaram foram
diagnosticados com CE oral ou orofaringe e 68 com cancer de laringe, enquanto 0s
gue recidivaram, sdo 52 com CE oral e orofaringe e 18 com CE de laringe.

Para o 6bito, apenas 6,4% (20 pacientes) dos casos nao puderam ser avaliados. Do
numero total de pacientes, 120 vieram a o6bito (38,6%), sendo 83 acometidos por

tumores na cavidade oral e orofaringe e 37 na laringe (tabela 8).

Tabela 8: Dados de prognéstico e acompanhamento dos pacientes com CECP, conforme sitio

anatdmico.
Sitios
Total Oral .
Dados do acompanhamento Orofariﬁge Laringe
No. (%) No. (%) No. (%)

Recidiva

Nao 161 51,8 100 47,6 61 60,4

Sim 94 30,2 69 32,9 25 24,8
N&o avaliado* 56 18,0 41 19,5 15 14,9
Recidiva local

Nao 185 59,5 117 55,7 68 67,3

Sim 70 22,5 52 24,8 18 17,8
N&o avaliado* 56 18,0 41 19,5 15 14,9
Obito

Nao 171 55,0 113 53,8 58 57,4

Sim 120 38,6 83 39,5 37 36,6
N&o avaliado* 20 6,4 14 6,7 6 59
Total 311 100,0 210 67,5 101 325

*Nao incluido nos calculos estatisticos
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4.2 Analise Genotipica

A andlise genotipica foi realizada nos seis polimorfismos que este trabalho propés
analisar. Em todos os genes foram considerados as trés possibilidades genotipicas
(homozigoto selvagem, heterozigoto e homozigoto variante). Foram demonstrados
também a porcentagem das amostras que ndo puderam ser analisadas, isso porque
nao foi possivel visualiza-las no gel apds a reacdo de amplificacdo, o que pode ter
ocorrido por degradacéo da regido que se desejava amplificar, ndo permitindo assim

gue a reagao ocorresse.

O gene XRCC1 Arg194Trp, possui como possibilidades de genotipo Arg/Arg; Arg/Trp
e Trp/Trp. O gendtipo Trp/Trp € pouco frequente é foi observado em 0,6% (2
amostras) das amostras analisadas, em contraste com o homozigoto Arg/Arg que foi
encontrado em 84,2% (262 amostras) das amostras. Ja o heterozigoto, foi
observado em 14,1% dos casos. No caso deste polimorfismo, 1% das amostras néo

puderam ser analisadas.

O polimorfismo XRCC1 Arg399GiIn, pode apresentar os genotipos Arg/Arg; Arg/Gln e
GIn/GIn. Destes gendtipos, o mais frequente foi o homozigoto selvagem Arg/Arg,
presente em 51,1% das amostras analisadas, sendo que o menos frequente foi o
homozigoto variante GIn/GIn presente em apenas 10% das amostras. Neste SNP,
apenas 1 amostra ndo pode ser analisada, representado um total de 0,3% das

amostras.

O polimorfismo XRCC3 Thr241Met, também apresentou suas maiores e menores
frequéncias genotipicas em seus homozigotos selvagens-Thr/Thr (45,7%) e
variantes- Met/Met (13,8%). O heterozigoto Thr/Met apresentou uma frequéncia

genotipica de 39,9%. Apenas 2 amostras (0,6%) ndo puderam ser avaliadas.

O polimorfismo XPC Lys939GIn, possui como genotipos Lys/Lys, Lys/GIn e GIn/GIn.
Neste caso, o homozigoto selvagem (Lys/Lys) e o0 heterozigoto apresentam

frequéncias muito proximas (44,4% e 42,4%), respectivamente. Ja o heterozigoto
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variante (GIn/GlIn), apresenta uma frequéncia menor, de apenas 12,5%. Do total, 2
amostras (0,6%) n&o puderam ser analisadas.

Jé para o polimorfismo ERCC1 Asn118Asn (T>C), a maior frequéncia genotipica foi
observada no heterozigoto TC, com uma frequéncia de 49,8%. Ja o homozigoto
selvagem TT apresentou uma frequéncia de 29,3% contra 20,3% do genotipo
variante CC. Dois casos nao puderam ser avaliados.

Para o polimorfismo RAD51 -98G>C, sao possiveis 0s genétipos GG, GC e CC. Os
trés gendtipos apresentam frequéncias muito diferentes, sendo que o genétipo GG
apresenta uma frequéncia elevada de 74,9%, o heterozigoto uma frequéncia
intermediaria (20,6%) e o CC uma frequéncia baixa de 3,5%. Este fato se repete,
nesta mesma ordem, quando se observa as frequéncias também em cada sitio
anatdémico individualmente. As frequéncias genotipicas para todos os polimorfismos

em questao estdo melhor apresentadas na tabela 9.



Tabela 9: Frequéncia genotipica dos genes de reparo de DNA, conforme sitios anatémicos.

Sitios
Genotipos Total Orcg;?ilﬁge Laringe
No. (%) No. (%) No. (%)

XRCC1 Arg194Trp

Arg/Arg 262 84,2 177 84,3 85 84,2

Arg/Trp 44 14,1 30 14,3 14 13,9

Trp/Trp 2 0,6 1 0,5 1 1,0
N&o avaliado* 3 1,0 2 1,0 1 1,0
XRCC1 Arg399GIn

Arg/Arg 159 51,1 104 49,5 55 54,5

Arg/GIn 120 38,6 84 40,0 36 35,6

GIn/GIn 31 10,0 22 10,5 9 8,9
N&o avaliado* 1 0,3 0 0,0 1 1,0
XRCC3 Thr241Met

Thr/Thr 142 45,7 104 49,5 38 37,6

Thr/Met 124 39,9 82 39,0 42 41,6

Met/Met 43 13,8 22 10,5 21 20,8
N&o avaliado* 2 0,6 2 1,0 0 0,0
XPC Lys939GIn

Lys/Lys 138 44,4 94 44,8 44 43,6

Lys/GIn 132 42,4 89 42,4 43 42,6

GIn/GIn 39 12,5 27 12,9 12 11,9
N&o avaliado* 2 0,6 0 0,0 2 2,0
ERCC1 Asnl118Asn (T>C)

TT 91 29,3 56 26,7 35 34,7

TC 155 49,8 108 51,4 a7 46,5

CcC 63 20,3 44 21,0 19 18,8
N&o avaliado* 2 0,6 2 1,0 0 0,0
RAD51 -98G>C

GG 233 74,9 156 74,3 77 76,2

GC 64 20,6 43 20,5 21 20,8

CcC 11 3,5 8 3,8 3 3,0
N&o avaliado* 3 1,0 3 14 0 0,0
Total 311 100,0 210 67,5 101 32,5

*Nao incluido nos calculos estatisticos
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4.3 Analise de progndstico

N&o foi encontrada relagdo dos polimorfismos estudados com a recidiva geral dos
casos de CE oral e orofaringe irradiados. Igualmente, nos casos nao irradiados nao
foi verificada relagéo significante com a recidiva geral (XRCC1 Arg194Trp- p=0,624 e
p=0,234; XRCC1 Arg399GIn- p=0,089 e p=0,984; XRCC3- p=0,310 e 0,700; XPC-
p=0,097 e p=0,127; ERCC1- p= 0,482 e 0,982 e RAD51- p= 0,213 e 0,147). Dados
apresentados na tabela 10.
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Tabela 10: Analise de prognéstico de dados de Recidiva Geral em pacientes com CE oral e de

orofaringe
ORAL, OROFARINGE
Casos irradiados (=81) Casos ndo irradiados (n=88)
Genétipos Recidiva geral Recidiva geral
N&o Sim N&o Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
XRCC1 Arg194Trp
Arg/Arg 44 86,3 23 76,7 0,624 45 918 33 84,6 0,234
Arg/Trp+Trp/Trp 7 13,7 5 16,7 4 8,2 6 154
N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
XRCC1 Arg399GIn
Arg/Arg 32 62,7 13 43,3 0,089 20 40,8 16 41,0 0,984
Arg/GIn+GIn/GlIn 19 37,3 17 56,7 29 59,2 23 59,0
N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
XRCC3 Thr241Met
Thr/Thr+Thr/Met 45 882 25 83,3 0,310 44 89,8 34 87,2 0,700
Met/Met 5 98 4 133 5 102 5 128
N&o avaliado* 1 2,0 1 3,3 0 0,0 0 0,0

XPC Lys939GIn
Lys/Lys+Lys/GIn 46 90,2 23 76,7 0,097 40 816 36 92,3 0,127

GIn/GIn 5 9,8 7 233 9 184 3 7,7

N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

ERCC1 Asnl118Asn
TT 13 255 10 33,3 0,482 13 26,5 10 25,6 0,982
TC+CC 37 725 20 66,7 36 735 28 71,8

N&o avaliado* 1 2,0 0 0,0 0 0,0 1 2,6

RAD51 -98G>C
GG 41 80,4 21 70,0 0,213 39 796 25 64,1 0,147
GC+CC 9 176 9 30,0 10 20,4 13 33,3

N&o avaliado* 1 2,0 0 0,0 0 0,0 1 2,6

Total 51 63,0 30 37,0 49 55,7 39 443

*Nao incluido nos calculos estatisticos

Na analise de recidiva geral de CE de laringe irradiados e néo irradiados, os
polimorfismos XRCC1 Arg194Trp (p=0,057 e p=0,401), XRCC1 Arg399GIn (p=0,852
e p=0,386), XPC (p=0,449 e p=0,631), ERCC1 (p= 0,633 e 0,227) e RAD51 (p=
0,613 e 0,536), ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos. Ja o
gene XRCC3 apresentou resultado estatisticamente significativo (p=0,003) para os

casos irradiados, sendo que a presenca do alelo Thr foi mais encontrada nos casos
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gue nao tiveram a recidiva geral do que nos casos que tiveram a recidiva geral

(tabela 11).

Tabela 11: Analise de prognéstico de Recidiva Geral em pacientes com CE de laringe

LARINGE

Casos irradiados (n=49)

Casos néo irradiados (n=37)

Gendétipos Recidiva geral Recidiva geral
Nao Sim Nao Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
XRCC1 Arg194Trp
Arg/Arg 28 73,7 11 100,0 0,057 21 91,3 13 92,9 0,401
Arg/Trp+Trp/Trp 10 26,3 0 0,0 2 8,7 0 0,0
N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 7,1
XRCC1 Arg399GIn
Arg/Arg 18 474 5 45,5 0,852 14 60,9 10 71,4 0,386
Arg/GIn+GIn/GIn 19 50,0 6 54,5 9 391 4 28,6
N&o avaliado* 1 2,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0
XRCC3 Thr241Met
Thr/Thr+Thr/Met 33 86,8 5 45,5 0,003 19 826 14 100,0 0,134
Met/Met 5 13,2 6 54,5 4 17,4 0 0,0
N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
XPC Lys939GIn
Lys/Lys+Lys/GIn 34 89,5 11 100,0 0,449 19 826 11 78,6 0,631
GIn/GIn 3 7.9 0 0,0 4 17,4 2 14,3
N&o avaliado* 1 2,6 0 0,0 0 0,0 1 7,1
ERCC1 Asnl118Asn
TT 24 63,2 7 63,6 0,633 14 60,9 11 78,6 0,227
TC+CC 14 36,8 4 36,4 9 391 3 21,4
N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
RAD51 -98G>C
GG 28 73,7 8 72,7 0,613 17 739 11 78,6 0,536
GC+CC 10 26,3 3 27,3 6 26,1 3 21,4
N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Total 38 776 11 22,4 23 622 14 37,8

*Nao incluido nos calculos estatisticos

Para a analise de recidiva local, foi utilizado o mesmo grupo amostral utilizado na

analise de recidiva geral. Para o polimorfismo do gene XPC foi encontrada diferenca

estatisticamente significativa nos casos irradiados de CE oral e de orofaringe (p=

0,018), onde a presenca do alelo Lys € mais frequente ndo casos em que ndo houve



74

recidiva local. Foi encontrada diferenca também, no caso do polimorfismo do gene
RAD51 (p=0,042), em casos ndo irradiados, onde a presenca do alelo G é mais
frequente em casos que ndo tiveram a recidiva local. J& nos demais casos, tanto
irradiados quanto néo irradiados de CE oral e de orofaringe, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas nos polimorfismos XRCC1 Argl94Trp
(p=0,526 e 0,397), XRCC1 Arg399GIn (p= 0,102 e 0,832), XRCC3 (p=0,269 e
0,602), ERCC1 (p= 0,553 e 0,374) (tabela 12).

Tabela 12: Analise de Prognostico de Recidiva Local em pacientes com CE oral e de orofaringe
ORAL, OROFARINGE

Casos irradiados (n=81) Casos néo irradiados (n=88)
Genétipos Recidiva local Recidiva local
N&o Sim N&o Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
XRCC1 Arg194Trp
Arg/Arg 47 825 20 83,3 0,526 54 90,0 24 85,7 0,397
Arg/Trp+Trp/Trp 8 140 4 16,7 6 100 4 143
N&o avaliado* 2 3,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0
XRCC1 Arg399GIn
Arg/Arg 35 61,4 10 41,7 0,102 25 41,7 11 39,3 0,832
Arg/GIn+GIn/GIn 22 386 14 58,3 35 58,3 17 60,7
N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
XRCC3 Thr241Met
Thr/Thr+Thr/Met 50 87,7 20 83,3 0,269 53 88,3 25 89,3 0,602
Met/Met 5 8,8 4 16,7 7 11,7 3 10,7
N&o avaliado* 2 3,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0

XPC Lys939GIn
Lys/Lys_Lys/GIn 52 91,2 17 70,8 0,018 50 83,3 26 929 0,192

GIn/GIn 5 8,8 7 292 10 16,7 2 7,1

N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

ERCC1 Asnl118Asn
TT 15 263 8 33,3 0,553 17 283 6 21,4 0,374
TC+CC 41 719 16 66,7 43 71,7 21 75,0

N&o avaliado* 1 1,8 0 0,0 0 0,0 1 3,6

RAD51 -98G>C
GG 45 78,9 17 70,8 0,349 48 80,0 16 57,1 0,042
GC+CC 11 193 7 29,2 12 20,0 11 393

N&o avaliado* 1 1,8 0 0,0 0 0,0 1 3,6

Total 57 70,4 24 29,6 60 68,2 28 31,8

*Nao incluido nos calculos estatisticos
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Para a analise de recidiva local da laringe, foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa para o gene XRCC3 (p<0,001) nos casos irradiados, sendo que a
presenca do alelo Thr foi encontrada mais frequentemente nos casos em quem nao
foi observada a recidiva local (tabela 13). Nos demais genes, tanto para 0S casos
irradiados quanto para os casos néo irradiados n&o foi observada nenhuma
diferenca estatisticamente significativa (XRCC1 Argl94Trp — p=0,136 e 0,0557;
XRCC1 Arg399GIn — p=0,302 e 0,503; XPC — p= 0,571 0,475; ERCC1- p= 0,627 e
0,079 e RAD51- p= 0,355 e 0,462).

Tabela 13: Andlise de Progndstico de Recidiva Local em pacientes com CE de laringe

LARINGE
Casos irradiados (n=49) Casos néo irradiados (n=37)
Genétipos Recidiva local Recidiva local
N&o Sim N&o Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P

XRCC1 Arg194Trp

Arg/Arg 31 756 8 100,0 0,136 25 926 9 90,0 0,557

Arg/Trp+Trp/Trp 10 244 O 0,0 2 74 0 0,0
N&o avaliado* 0O 00 O 0,0 0O 00 O 0,0
XRCC1 Arg399GIn

Arg/Arg 18 439 5 625 0,302 17 63,0 7 70,0 0,503

Arg/GIn+GIn/GIn 22 53,7 3 375 10 37,0 3 300
N&o avaliado* 1 24 O 0,0 0O 00 O 0,0
XRCC3 Thr241Met

Thr/Thr+Thr/Met 36 87,8 2 25,0 <0,001 23 852 10 100,0 0,265

Met/Met 5 122 6 75,0 4 148 O 0,0
N&o avaliado* 0O 00 O 0,0 0O 00 O 0,0

XPC Lys939GIn
Lys/Lys Lys/GIn 37 90,2 8 100,0 0,571 23 852 7 70,0 0,475

GIn/GIn 3 73 0 0,0 4 148 2 20,0

N&o avaliado* 1 24 O 0,0 0O 00 1 10,0

ERCC1 Asn118Asn
TT 15 36,6 3 375 0,627 11 40,7 1 10,0 0,079
TC+CC 26 634 5 625 16 59,3 9 90,0

N&o avaliado* 0O 00 O 0,0 0O 00 O 0,0

RAD51 -98G>C
GG 31 756 5 625 0,355 21 778 7 70,0 0,462
GC+CC 10 244 3 375 6 222 3 300

N&o avaliado* 0O 00 O 0,0 0O 00 O 0,0

Total 41 83,7 8 16,3 27 73,0 10 27,0

*Nao incluido nos calculos estatisticos
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Na andlise de O6bito para as amostras de CE oral e de orofaringe dos casos
irradiados e néo irradiados nédo foram encontrados resultados estatisticamente
significativos, como pode ser observado na tabela 14 (XRCC1 Arg194Trp — p=0,108
e 0,863; XRCC1 Arg399GIn — 0,212 e 0,307; XRCC3 — p= 0,631 e 0,275; XPC —
p=0,101 e 0,076; ERCC1 - p=0,558 e 0,884 e RAD51 — p=0,141 e 0,427).

Tabela 14: Anélise de Prognostico de dados de Obito em pacientes com CE oral e de orofaringe
ORAL, OROFARINGE

Casos irradiados (n=97) Casos néo irradiados (n=99)
Genotipos Obito Obito
N&o Sim Nao Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
XRCC1 Arg194Trp
Arg/Arg 46 86,8 31 70,5 0,108 53 883 34 87,2 0,863
Arg/Trp+Trp/Trp 7 132 11 25,0 7 11,7 5 128
N&o avaliado* 0 0,0 2 4,5 0 0,0 0 0,0
XRCC1 Arg399GIn
Arg/Arg 32 604 21 47,7 0,212 23 38,3 19 48,7 0,307
Arg/GIn+GIn/GIn 21 396 23 523 37 61,7 20 51,3
N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
XRCC3 Thr241Met
Thr/Thr+Thr/Met 48 90,6 39 88,6 0,631 55 91,7 33 84,6 0,275
Met/Met 5 94 4 9,1 5 8,3 6 154
N&o avaliado* 0 0,0 1 2,3 0 0,0 0 0,0

XPC Lys939GIn
Lys/Lys_Lys/GIn 49 925 36 81,8 0,101 50 83,3 37 94,9 0,076

GIn/GIn 4 7,5 8 18,2 10 16,7 2 51

N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

ERCC1 Asn118Asn
TT 14 26,4 14 31,8 0,558 15 25,0 10 25,6 0,884
TC+CC 39 736 30 68,2 45 750 28 71,8

N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 2,6

RAD51 -98G>C
GG 44 83,0 31 70,5 0,141 45 750 25 64,1 0,427
GC+CC 9 17,0 13 295 15 25,0 12 30,8

N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 51

Total 53 54,6 44 454 60 60,6 39 394

*Nao incluido nos calculos estatisticos
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Na andlise de oObito dos casos de laringe irradiados e nao irradiados, também néo
foram observados dados estatisticamente significativos para os genes XRCC1
Argl194Trp (p=0,144 e 0,664), XRCC1 Arg399GlIn (p=0,67 e 0,947), XRCC3 (p=0,247
e 0,209), XPC (p= 0,355 e 0,378), ERCC1 (p= 0,939 e 0,109) e RAD51 (p=0,337 e

0,411). Dados completos apresentados na tabela 15.

Tabela 15: Anélise de Prognostico de dados de Obito em pacientes com CE de laringe

LARINGE
Casos irradiados (n=48) Casos néo irradiados (n=47)
Genotipos Obito Obito
N&o Sim Nao Sim
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
XRCC1 Arg194Trp
Arg/Arg 21 724 17 895 0,144 26 89,7 17 944 0,664
Arg/Trp+Trp/Trp 8 276 2 10,5 2 6,9 1 5,6
N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 1 3,4 0 0,0
XRCC1 Arg399GIn
Arg/Arg 13 448 10 52,6 0,676 18 62,1 11 61,1 0,947
Arg/GIn+GIn/GIn 15 51,7 9 474 11 379 7 389
N&o avaliado* 1 3,4 0 0,0 0 0,0 0 0,0
XRCC3 Thr241Met
Thr/Thr+Thr/Met 24 828 13 68,4 0,247 25 86,2 13 72,2 0,209
Met/Met 5 172 6 31,6 4 138 5 278
N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

XPC Lys939GIn
Lys/Lys Lys/GIn 27 93,1 17 89,5 0,355 24 828 14 77,8 0,378

GIn/GIn 1 3,4 2 105 4 138 4 2272

N&o avaliado* 1 3,4 0 0,0 1 3,4 0 0,0

ERCC1 Asn118Asn
TT 11 379 7 36,8 0,939 11 379 3 16,7 0,109
TC+CC 18 62,1 12 63,2 18 62,1 15 83,3

N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

RAD51 -98G>C
GG 20 69,0 15 78,9 0,337 22 759 15 83,3 0411
GC+CC 9 310 4 211 7 241 3 16,7

N&o avaliado* 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

Total 29 604 19 39,6 29 61,7 18 38,3

*Nao incluido nos calculos estatisticos
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Segundo a analise multivariada do polimorfismo XRCC1 Arg399GIn em pacientes
com CE oral e de orofaringe irradiados, quando na presenca do alelo Gin, os
pacientes tem um risco aumentado de recidiva local em 3 vezes quando comparado
com a auséncia do mesmo (OR= 3,35; 1C=1,10-10,13) (tabela 16).

J& para o polimorfismo XPC, no mesmo grupo de pacientes, a presenca do alelo GIn
aumenta em 6 vezes o risco de recidiva local, comparado ao alelo Lys (OR= 6,04;
IC=1,47-24,88) (tabela 16).

Ainda na andlise multivariada de recidiva local para o CE oral e de orofaringe, agora
para os individuos ndo irradiados, a analise multivariada, demonstra que a presenca
do alelo C no polimorfismos RAD51 -98G>C aumenta em mais de 3 vezes a chance
da recidiva local, comparada a auséncia do mesmo alelo (OR=3,13; IC=1,12-8,78),
como pode ser observado na tabela 16.

Tabela 16: Andlise multivariada de recidiva local em pacientes com CE oral e de orofaringe
RECIDIVA LOCAL
Oral, Orofaringe

Variaveis
Irradiados N&o irradiados
OR (95% CI)* p OR (95% CI) p

Margens cirdrgicas

Negativa 1 1

Positiva 2,47 (0,65-9,38) 0,185 2,30 (0,62-8,49) 0,212
XRCC1 Arg399GIn

Arg/Arg 1 - -

Arg/GIn+GIn/GIn 3,35(1,10-10,13) 0,033 - -
XPC Lys939GIn

Lys/Lys Lys/GIn 1 - -

GIn/GIn 6,04 (1,47-24,88) 0,013 - -
RAD51 -98G>C

GG - - 1

GC+CC - — 3,13 (1,12-8,78) 0,030

*OR e IC: foram ajustados pelo modelo de regresséo logistica multivariada.

Na analise multivariada de Obito para as mesmas regides anatdomicas citadas

acima, ndo houve resultados estatisticamente significativos para os individuos
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irradiados, como pode ser observado na tabela 17. Porém, para os individuos ndo
irradiados, foi observado que tumores classificados em estadio IV (neste caso, foi
observado por regressao logistica que tanto o tamanho do tumor, quanto os
linfonodos acometidos influenciam no Obito, por isso a andlise multivariada foi
baseada em estadio) aumentam em quase 6 vezes o risco de 6bito (OR=5,99; IC=
2,08-17,23).

Tabela 17: Andalise multivariada de 6bito em pacientes com CE oral e de orofaringe
OBITO

Oral, Orofaringe

Variaveis
Irradiados N&o irradiados
OR (95% ClI) p OR (95% CI) p

Estadio

I, 1 1

1 undefined 1,90 (0,63-5,69) 0,253

v undefined 5,99 (2.08-17,23) <0,001
XRCC1 Argl194Trp

Arg/Arg 1 - -

Arg/Trp+Trp/Trp 2,42 (0,79-7,41) 0,122 - -
XPC Lys939GIn

Lys/Lys Lys/GIn 1 1

GIn/GIn 2,74 (0,72-10,50) 0,141 0,26 (0,05-1,36) 0,111

*OR e IC: foram ajustados pelo modelo de regresséo logistica multivariada.

A analise multivariada de recidiva local no CE da laringe, revelou que em individuos
irradiados a presenca do alelo Met no SNP XRCC3 Thr241Met aumenta em mais de
33 vezes a chance de recidiva local, comparado ao alelo Thr, como pode ser
observado na tabela 18. Margem cirurgica e o polimorfismo XRCC1 Arg194Trp, ndo

apresentaram resultados estatisticamente significativos.
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Tabela 18: Analise multivariada de recidiva local em pacientes com CE de laringe de casos irradiados
RECIDIVA LOCAL

o Laringe

Variaveis
Irradiados
OR (95% ClI) p

Margens cirargicas

Negativa 1

Positiva 9,56 (0,57-159,64) 0,116
XRCC1 Arg194Trp

Arg/Arg 1

Arg/Trp+Trp/Trp undefined
XRCC3 Thr241Met

Thr/Thr+Thr/Met 1

Met/Met 33,64 (3,23-350,85) 0,003

*OR e IC: foram ajustados pelo modelo de regresséo logistica multivariada.

A analise multivariada de 6bito de CE de laringe, demonstra resultados semelhantes
a analise de obito em CE oral e de orofaringe, onde pacientes com tumores em
estadio IV tem uma chance aumentada em 6 vezes de vir a 6bito (tabela 19). A

analise de polimorfismos ndo demonstrou resultados estatisticamente significativos.

Tabela 19: Andlise multivariada de 6bito em pacientes com CE de laringe

OBITO
o Laringe
Variaveis
Irradiados N&o irradiados
OR (95% CI) p OR (95% CI) p
Estadio
[, 1l 1 1
" 0,62 (0,04-9,39) 0,733 1,21 (0,24-6,02) 0,817
v 0,57 (0,07-4,75) 0,606 6,22 (1,21-31,86) 0,028
XRCC1 Arg194Trp
Arg/Arg 1 - -
Arg/Trp+Trp/Trp 0,36 (0,07-1,98) 0,240 - -
ERCC1 Asnl118Asn
(T>C)
TT - - 1

TC+CC - - 5,02 (0,94-26,74) 0,059




81

A andlise de sobrevida livre de doenca local em pacientes com CE oral e de
orofaringe em pacientes tratados com radioterapia mostrou relagdo com o
polimorfismo XPC Lys939GIn (p=0,038; figura 7). Conforme a figura, pode-se
observar que nos primeiros 12 meses apd6s o tratamento, 30% dos individuos
portadores do alelo GIn ja haviam recidivado localmente, enquanto somente 10%
dos portadores do alelo Lys haviam recidivado. Aos 18 meses, aproximadamente
50% dos portadores de GIn ja haviam desenvolvido a recidiva e somente 20% dos
portadores de Lys havia recidivado. Aos 36 meses, periodo de estabilidade quanto a
recidiva, pouco mais de 25% dos portadores de pelo menos um alelo Lys haviam
recidivado, enquanto neste periodo o tempo ndo houve mudan¢as quanto ao

periodo anterior para os portadores do alelo Gin.

A analise multivariada revelou ainda, que a homozigose Gln aumenta em mais de 2
vezes 0 risco de precocidade de ocorréncia de recidiva local (HR=2,63; 1C=1,04-

6,70), como pode ser observado na tabela 20.

As demais analises de sobrevida livre de doenca local de CE oral e de orofaringe de
individuos irradiados para os XRCC1 Argl94Trp (p=0,589), XRCC1 Arg399Gin
(p=0,127), XRCC3 Thr241Met (p=0,299), ERCC1 Asnl18Asn (T>C) (p=0,309) e
RAD51 -98G>C (p=0,741), n&@o apresentaram resultados estatisticamente

significativos.
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Figura 7: Curva de sobrevida livre de doenca local do polimorfismo XPC Lys939GIn (p=0,038) de
pacientes com CE oral e orofaringe irradiados (n=24).

Tabela 20: Analise multivariada de sobrevida livre de doenca local de pacientes com CE oral e de

orofaringe

Variaveis

LIVRE DE DOENCA LOCAL

Oral, Orofaringe

Irradiados N&o irradiados
HR (95% CI) p HR (95% ClI) p

Margens cirdrgicas

Negativa 1 1

Positiva 1,45 (0,54-3,91) 0,465 2,46 (0,87-6,98) 0,090
XPC Lys939GIn

Lys/Lys_Lys/GIn 1 — —

GIn/GlIn 2,63 (1,04-6,70) 0,042 — —
RAD51 -98G>C

GG - - 1

GC+CC — — 2,84 (1,25-6,47) 0,013
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J& a anadlise de sobrevida livre de doenca local em pacientes com CE oral e de
orofaringe néo irradiados demonstrou relagdo com o polimorfismo RAD51 -98G>C
(p=0,009). A analise da curva da figura 8, demonstra que em um periodo de 12
meses aproximadamente 15% dos individuos portadores do alelo G haviam
recidivado localmente, enquanto que 45% dos portadores do alelo C haviam
recidivado no mesmo periodo e se mantido estavel até o tempo final de 36 meses.
Aos 36 meses, pouco mais de 25% dos portadores do alelo G haviam recidivado. A
analise multivariada mostra que a presenca do alelo C aumenta em mais de 2 vezes
a precocidade de ocorréncia de recidiva local, comparada com auséncia do alelo C
(HR=2,84; 1IC=1,25-6,47), como pode ser observado na tabela 20.

Os polimorfismos XRCC1 Argl94Trp (p=0,457), XRCC1l Arg399GIn (p=0,841),
XRCC3 Thr241Met (p=0,926), XPC Lys939GIn (p=0,301) e ERCC1 Asnl118Asn
(T>C) (p=0,667) ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos para

esta analise.
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Figura 8: Curva de sobrevida livre de doenca local do polimorfismo RAD51 -98G>C (p=0,009) de
pacientes com CE oral e orofaringe ndo-irradiados (n=28).

Foi analisado também a sobrevida livre de doenca local para CE de laringe de casos
irradiados e nédo irradiados. Conforme a figura 9, o polimorfismos XRCC3 Thr241Met
(p<0,001) apresentou relacéo significante com a sobrevida livre de doenca local nos
casos irradiados. E possivel observar que no 12° més, 70% dos portadores do alelo
Met ja haviam desenvolvido a recidiva enquanto menos de 10% dos portadores de
pelo menos um alelo Thr haviam desenvolvido a recidiva. Em um periodo de 36
meses estes valores se mantiveram estaveis para os portadores do alelo Thr,
enquanto que para os portadores do alelo Met mais de 50% dos portadores ja
haviam recidivado. Como pode ser vista na tabela 21, a analise multivariada
demonstrou ainda, que a presenca do alelo Met em homozigose aumenta em mais
de 12 vezes a precocidade para o desenvolvimento da recidiva, comparada com o
alelo Thr (HR= 12,55; 1C=2,47-63,73).
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Os demais polimorfismos, XRCC1 Argl94Trp (p=0,163), XRCC1l Arg399Gin
(p=0,305), XPC Lys939GIn (p=0,543), ERCC1 Asn118Asn (T>C) (p=0,969) e RAD51

-98G>C (p=0,334), nao apresentaram diferencas estatisticamente significantes.
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Figura 9: Curva de sobrevida livre de doenca local do polimorfismo XRCC3 Thr241Met (p<0,001) de
pacientes com CE de laringe irradiados (n=8).

Tabela 21: Analise multivariada de sobrevida livre de doenca local de pacientes com CE de laringe
em casos irradiados

LIVRE DE DOENCA LOCAL

o Laringe
Variaveis
Irradiados
HR (95% Cl) p
Margens cirurgicas
Negativa 1
Positiva 1,98 (0,38-10,36) 0,417
XRCC3 Thr241Met
Thr/Thr+Thr/Met 1

Met/Met 12,55 (2,47-63,73) 0,002
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Para as analises de sobrevida livre de doenca local de CE de laringe néo irradiados
e sobrevida de doenca especifica de CE oral e de orofaringe irradiados e néo

irradiados néo houve diferenca estatisticamente significativa.

A andlise de sobrevida de doenca especifica de CE de laringe para os casos
irradiados revelou relagdo significante com o polimorfismo XRCC3 Thr241Met
(p=0,046). Observando a figura 10, é possivel observar que aos 12 meses, 70% dos
portadores do alelo Met jA& haviam morrido, enquanto que apenas 10% dos
portadores de pelo menos 1 alelo Thr morreram. Aos 18 meses, estes valores se
modificaram pouco, porém aos 36 meses, aproximadamente 25% dos portadores do
alelo Thr haviam morrido, enquanto que mais de 50% dos portadores do alelo Met
vieram a Obito. A andlise multivariada, como pode ser observado na tabela 22,
demonstra que a homozigose do alelo 241Met esta relacionado com a pior sobrevida
de doenca especifica, aumentando o risco da precocidade de Obito em mais de 3
vezes, quando comparada com o alelo Thr (HR=3,04; IC= 1,08-8,61). Para os
demais polimorfismos, ndo houve diferenca estatisticamente significante, assim

como para 0s casos nao irradiados.
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Figura 10: Curva de sobrevida de doenca especifica do polimorfismo XRCC3 Thr241Met de pacientes
com CE de laringe irradiados (p=0,046) (n=19).

Tabela 22: Analise multivariada de sobrevida de doenca especifica em pacientes com CE de laringe
de casos irradiados

DOENCA ESPECIFICA

o Laringe
Variaveis
Irradiados
HR (95% CI) p
Estadio
I, 1l 1
" 0,55 (0,08-3,96) 0,554
v 0,39 (0,08-1,80) 0,226
XRCC3 Thr241Met
Thr/Thr+Thr/Met 1

Met/Met 3,04 (1,08-8,61) 0,036




Dot
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5 DISCUSSAO

O presente estudo analisou pacientes com carcinoma epidermdéide de cabeca e
pescoco, mais especificamente com CE oral, orofaringe e de laringe, sendo todos
atendidos no Hospital Heliopolis, Sdo Paulo, Brasil, com o objetivo de analisar genes
de reparo de DNA, com suposto papel na carcinogénese de diversos canceres como

pulméo, bexiga, trato aerodigestivo e no cancer de cabeca e pescoco.

Este trabalho analisou inicialmente as frequéncias genotipicas dos genes em
guestdo. Os resultados demonstram, na maioria dos casos, frequéncias bem
proximas as encontradas na literatura, como pode ser observado no estudo de
Pramanik et al (2011), que descreveu a frequéncia genotipica para os polimorfismos
XRCC1 Arg399GIn e XRCC3 Thr241Met, analisados em individuos saudaveis. Para
0 gene XRCC1, o autor observou uma maior frequéncia do genotipo Arg/Gln,
diferente dos resultados obtidos neste estudo, onde o gendtipo mais frequente foi o
Arg/Arg. Os estudos de Olshan et al (2002), Sobti et al (2007) e Kumar et al (2012)
analisaram a frequéncia genotipica tanto em pacientes saudaveis quanto em
doentes, e em ambos os casos obtiveram resultados semelhantes aos obtidos por
Pramanik et al (2011). Ja o estudo de Duarte et al (2005), que estudou a populacéo
brasileira, observou uma maior frequéncia genotipica em Arg/Arg, assim como em

nosso estudo.

A respeito do gene XRCC3, o nosso estudo e o de Pramanik apresentaram
frequéncias genotipicas mais altas para os genotipos Thr/Thr, Thr/Met e Met/Met,
porém em proporcdes diferentes. Ja o estudo de Duarte et al (2005), que também
analisou uma populacdo brasileira, encontrou maior frequéncia para o genoétipo
Thr/Met.

O estudo de Olshan et al (2002) analisou a frequéncia genotipica para o
polimorfismo XRCC1 Arg194Trp tanto em pacientes com CECP como em um grupo
controle. Os resultados para ambos 0s grupos sao bastante semelhantes aos

nossos. O estudo de Duarte et al (2005) analisou a frequéncia genotipica na
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populacdo brasileira e realizou a andlise dividindo a populacdo em dois grupos, 0s
descendentes europeus e o0s afro descendentes, apresentando resultados
compativeis com os resultados obtidos neste trabalho e com os resultados de
Olshan (2002).

Sobre o polimorfismo RAD51, o estudo de Dufloth (2004), que analisou um grupo de
mulheres com cancer de mama, observou maior frequéncia do genétipo GG e menor

frequéncia do alelo CC, assim como no presente estudo.

No que diz respeito ao XPC Lys939GIn, Abbasi et al (2009) analisaram pacientes
com cancer de laringe e observaram que o genétipo mais frequente foi Lys/GIn com
uma frequéncia de 48%, diferentemente dos nossos resultados, onde foi observada

uma maior frequéncia do genotipo Lys/Lys (44,4%) seguido de Lys/GIn (42,4%).

Abbasi et al (2009) analisaram também o polimorfismo ERCC1 Asn118Asn e seus
resultados foram compativeis com os apresentados neste trabalho, com maiores
frequéncias para os gendtipos TC, TT e CC. Comparando os estudos, é possivel
observar uma frequéncia um pouco maior dos genotipos TT (42% contra 29,3%
deste estudo) e CC (13% contra 20,3%) no estudo de Abbasi et al (2009).

A diferenca encontrada entre estes resultados pode ser explicada principalmente
pela diversidade genética dos grupos populacionais estudados. O estudo de
Pramanik foi realizado na india, num grupo descrito como formado por diferentes

etnias e com uma alta diversidade genética, situacdo comum a diversas populacoes.

E importante ressaltar também, que em alguns estudos, a casuistica € composta por
individuos doentes, como em nosso estudo. Esta caracteristica pode alterar as
frequéncias genotipicas, devido a alteragcbes genéticas que podem ocorrer,
principalmente quando analisa-se genes que apresentam influéncia na
carcinogénese, motivo que justifica a ndo realizacdo do teste de Hardy-Weinberg,

visto que as frequéncias génicas poderiam estar alteradas.

Os resultados que relacionam o prognéstico e a modalidade terapéutica foram
obtidos a partir da analise de 311 amostras de pacientes com CECP. Destes, foram
obtidas e analisadas caracteristicas clinicopatolégicas como estadio, tamanho do

tumor, linfonodos acometidos e presenca de metastase.
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Quanto as caracteristicas do tratamento, foram analisadas as modalidades cirurgia,
radioterapia, quimioterapia e margem cirargica livre de tumor ou positiva. Para
correlacionar com a modalidade terapéutica, a qual este trabalho focou na
radioterapia, foram utilizadas as variaveis de recidiva geral, recidiva local e 6bito.

A andlise do polimorfismo XRCC1 Arg399GlIn, permitiu identificar através da analise
multivariada, que a presenca do alelo 399GIn (alelo variante) aumenta o risco de
recidiva local, quando comparado com a auséncia do mesmo, em pacientes com CE

oral e de orofaringe irradiados.

Os resultados descritos na literatura ainda sédo poucos, principalmente em relagao
ao carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco e 0s existentes apresentam-se
contraditorios. Em uma reviséo realizada por Borchiellinni et al (2012), os autores
descrevem que a presenca do alelo Arg399 esta relacionado a uma pior resposta do
tumor ao tratamento radioterapico e a sobrevida em pacientes asiaticos. Outros
estudos descrevem que a presenca do alelo 399GIn estd relacionada a pior
sobrevida e grau reduzido de regressao tumoral, resultados estes semelhantes aos
nossos achados. Outro estudo descreveu ainda, que pacientes heterozigotos tem
uma melhor resposta ao tratamento. (BORCHIELLINI et al., 2012)

O estudo de Wu et al (2006) analisou pacientes com carcinoma epidermodide de
es6fago tratados com quimioradioterapia pré-operatdria, onde observaram
resultados semelhantes aos encontrados neste estudo. O autor observou que 0s
individuos portadores do alelo 399GIn do polimorfismo XRCC1 Arg399GIn tiveram
um risco aumentado de 6bito em comparacdo com o genoétipo Arg/Arg. Além disso,
portadores do gendtipo Arg/Arg tiveram um tempo médio de sobrevida maior (57,4
meses) do que portadores do gendtipo GIn/GIn e Arg/Gin (13,7 e 22,9 meses,
respectivamente). No presente estudo, a presenca do alelo 399GIn aumenta o risco
de recidiva local, o que consequentemente pode levar a um risco aumentado de
morte. Mesmo que as andlises estatisticas ndo tenham demonstrado significancia
relacionando o polimorfismo com o risco de Obito, sabe-se que a ocorréncia da
recidiva aumenta em muito as chances do paciente vir a 6bito, devido as implicacdes

de néo se atingir um controle local satisfatorio da doenca.
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Biologicamente, o mecanismo para explicar tal atividade se deve ao fato de que o
gene XRCC1 repara danos por exciséo de bases, pela via de BER. Diversos estudos
relatam que a variante GIn resulta em um reparo de DNA deficiente e
consequentemente maiores danos cromossOmicos. Assim, & possivel que o pior
prognéstico esteja relacionado com o aumento da instabilidade genética gerada pelo
tratamento radioterapico, ja que se relata que anormalidades cromossémicas estao
relacionadas ao pior progndéstico e consequentemente aumento da chance de

recidiva local.

O estudo de Lamas et al (2012), analisou pacientes com cancer retal tratados com
quimioradioterapia e cirurgia e observou que o polimorfismo XRCC1 Arg399GIn esté
associado com a resposta ao tratamento. O genotipo Arg/Arg esta relacionado a
melhor resposta ao tratamento e maior regressdo tumoral quando comparado ao
genotipo Arg/Gln. Porém, Lamas se contradiz em seu trabalho, onde relata que a
variante GIn resulta em reparo deficiente, tornando-a um bom marcador, que é
explicado pelo fato da baixa capacidade de reparo favorecer a carcinogénese, mas
potencializando a sensitividade tumoral as drogas ou tratamentos ionizantes. Assim,
genes que atuam em um reparo muito eficiente seriam um artificio de resisténcia a
determinados tratamentos. Tal fato torna-se de dificil compreensao, uma vez que o
autor apresenta resultados que o gendtipo Arg/Arg esta associado a maior regressao
tumoral e melhor resposta ao tratamento. Contudo, apesar da referida contradicéo,

seus resultados sdo compativeis aos discutidos em nosso trabalho.

O polimorfismo XRCC1 Arg399GIn esta localizado no dominio de BRCT1, que é
uma regido critica para o reparo de BER, necesséria para o recrutamento de PARP1
e mediada por XRCC1. Sugere-se que a substituicio de uma arginina para uma
glutamina poderia causar a perda de uma estrutura secundaria da proteina, como
uma alfa-hélice, que € importante para corrigir as interacdes proteina-proteina no
dominio BRCT1, comprometendo assim a capacidade de reparo. (GAO et al., 2003).
Sabe-se ainda, que o alelo 399GIn pode prejudicar a interacdo entre XRCC1 e
outras proteinas, resultando na remocdo ineficiente dos danos causados pela

radiacéo induzindo danos ao DNA e uma parada no ciclo celular.
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Nossos resultados indicam que o alelo 399GIn do gene XRCC1 esté relacionado a
uma pior sobrevida em pacientes irradiados, o que nos permite inferir que o alelo GIn
esta associado a pior resposta ao tratamento radioterapico e pior prognostico do
paciente, estando relacionado a recidiva local. Observa-se também é o que alelo GIn
esta relacionado a uma reducédo do reparo de DNA, o que como previsto na literatura
esta ligado, de uma forma geral, a maior sensitividade tumoral pds radioterapia, o

gue néao foi observado em nossos resultados.

Nossa hipétese é de que, apesar de apresentar uma atividade de reparo reduzida,
esta reducdo ndo é suficiente para tornar a célula inviavel apés a radioterapia,
podendo levar a um acumulo de mutacdes, favorecendo a evolugdo da célula
tumoral, o que resultaria em um fendtipo tumoral ainda mais agressivo,

consequentemente, piorando o prognostico dos pacientes em questao.

Além disso, a via de BER apesar de ser uma das vias mais importantes de correcao
e estabilizacdo do genoma, atua corrigindo quebras de fita simples que sdo menos
severas ao genoma do que as quebras duplas de DNA, que é o dano mais letal
causado pela radioterapia, reforcando mais uma vez a hipotese de que o gendtipo
XRCC1 399GIn possa auxiliar em um acumulo de mutacdes, ndo melhorando a

radiossensibilidade tumoral.

Na analise do polimorfismo XPC Lys939GIn em casos de CE oral e de orofaringe
irradiados, foi observado diferenca estatisticamente significativa para a recidiva local,
onde foi possivel identificar que a presenca do alelo Lys939 é mais frequente nos
casos que nao recidivaram localmente. A analise de sobrevida livre de doenca local
também foi estatisticamente significativa. A andlise multivariada revelou que a
homozigose do alelo 939GIn aumenta em duas vezes o risco de precocidade da
recidiva local, quando comparado com a presenca do alelo Lys e aumenta em mais

de 6 vezes o risco de recidiva local.

O estudo de Yang et al (2013) analisou pacientes com carcinoma epidermoéide de
esbfago e seus resultados demonstraram que o genétipo GIn/GIn é um fator de risco
para recidiva e 6bito apos o tratamento de quimioradioterapia. No estudo, os autores

observaram que portadores do gendtipo GIn/GIn respondem negativamente a
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quimioradioterapia quando comparado com os portadores dos demais genotipos, o

gue consequentemente associa 0 paciente a um pior prognostico.

Comparando os resultados obtidos com o estudo de Yang et al (2013), observa-se
resultados compativeis com os obtidos neste estudo. Aqui, o alelo Lys939 foi
associado com a auséncia de recidiva nos casos com CE oral e de orofaringe,
sugerindo que sua atuacdo seja de protecdo, em oposicdo ao alelo 939GlIn.
Segundo Yang, o alelo GIn aumenta a possibilidade do paciente recidivar,
semelhante aos resultados aqui obtidos. Além disso, a analise multivariada revelou
gue o alelo 939GIn aumenta o risco precocidade de recidiva em pacientes tratados
com radioterapia, sugerindo que este gendtipo leve a uma pior resposta ao

tratamento radioterapico.

Pouco se sabe sobre a funcdo do polimorfismo XPC Lys939GIn. Alguns ensaios
computacionais sugerem que a alteracdo de A>C possivelmente danifigue a
proteina. Sabe-se que neste polimorfismo ocorre a substituicdo de um aminoacido
basico e hidrofilico (lisina) por um aminoacido neutro (glutamina), porém as
consequéncias funcionais desta troca permanecem desconhecidas (ROUISSI et al.,
2011; Jl et al., 2012).

O alelo 939GIn deste polimorfismo tem sido associado a niveis reduzidos de
reparacao por NER in vitro (VODICKA et al., 2004; WANG et al., 2010), o que se
assemelha ao observado no polimorfismo XRCC1 Arg399GIn, onde o alelo que
reduz a atividade de reparo também esta relacionado com a pior resposta ao
tratamento. O mecanismo pode ser semelhante ao proposto anteriormente, com a
diferenca de que o gene XPC atua na via de NER, que assim como a via de BER,
sdo responsaveis por corrigir lesées de intensidade média, permitindo sua

sobrevivéncia e até mesmo uma piora no prognostico do paciente.

Na analise do polimorfismo XRCC3 Thr241Met, os resultados demonstraram
significancia para os pacientes com CE de laringe irradiados nos casos que
recidivaram regionalmente, onde observou-se mais frequentemente a presenca do
alelo Thr241. Foi possivel observar também, que o alelo Thr241 foi encontrado mais
frequentemente em casos que nao recidivaram localmente, assim como foi

observada uma maior sobrevida livre de doenca local. A andlise multivariada revelou
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gue a homozigose do alelo 241Met aumenta em mais de 12 vezes a precocidade
para o desenvolvimento de recidiva e em mais de 33 vezes a recidiva local, quando

comparado com o alelo Thr241.

A literatura atual ndo € muito extensa quando se refere aos polimorfismos dos genes
XRCC3 em relacdo a radioterapia. Dos estudos que foram encontrados, pode-se
citar o de Li et al (2006), porém o grupo ndo encontrou nenhuma relacdo do
polimorfismo XRCC3 com a sobrevida global, o que permitiu 0 que 0 mesmo
inferisse  um papel menos influente deste polimorfismo na resposta a
radiossensibilidade. Caso semelhante foi observado no estudo de Vodicka et al
(2007), onde o autor também n&o encontrou qualquer significancia em nenhum dos

genotipos.

Apesar desta auséncia de significancia encontrada nos estudos, este polimorfismo
tem sido amplamente estudado, ja que 0 mesmo participa a via de recombinacao
homéloga, que corrige quebras causadas nas duas fitas do DNA e séo

potencialmente letais e comumente causadas pela radioterapia.

No presente estudo, foi possivel observar que este polimorfismo pode ser utilizado
como um bom marcador para a radiossensibilidade e que a presenca do alelo Met
esta relacionado ao pior progndstico, visto que esta associado com a precocidade de

recidiva local e doenca especifica.

Porém, foi possivel observar resultado contrario na analise de recidiva geral. Para
esta caracteristica, o alelo Thr241 foi encontrado mais frequentemente nos casos
gue recidivaram regionalmente e mais frequentemente nos casos que nao

recidivaram localmente, sendo ambos o0s casos pacientes tratados com radioterapia.

N&o foi encontrada na literatura nenhum relato deste género. Supde-se que tal
resultado se deva ao tipo de tratamento aplicado e acdo do alelo 241Met (alelo
relacionado ao pior prognostico de recidiva local e sobrevida de doenca especifica)

sobre o sistema de reparo.

A literatura traz que o alelo 241Met tem sido associado ao reparo defeituoso dos

danos induzidos por raios-X (AU et al., 2003). Além disso, diversos estudos como o
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de Kiethubthew et al (2006) e de Bastos et al (2009) identificaram que o alelo

variante aumenta o risco do desenvolvimento dos canceres orais e de tiredide.

Assim, como a radioterapia € um tratamento aplicado localmente, atingindo
minimamente tecidos adjacentes, ndo h& danos extras causados pela radioterapia
gue necessitem de reparo nas demais regides do corpo. Consequentemente,
mesmo que o individuo seja portador de um alelo que diminua sua capacidade de
reparo, como no caso do alelo 241Met do gene XRCC3, os danos sao corrigidos a
um nivel suficiente para ndo piorar o prognéstico do paciente. Porém quando os
danos no DNA sdo aumentados pela acdo da radioterapia, a presenca do alelo
241Met, leva a uma insuficiéncia local do reparo, piorando a sobrevida do paciente.

Molecularmente, a proteina gerada por XRCC3 desempenha um papel de
estabilizacdo dos multimeros da proteina RAD51 no sitio de reparo de quebras de
duplas de DNA e sua deficiéncia pode levar a insuficiéncia da recombinacgao
homéloga apds a radiacdo. O segmento do gene XRCC3 que inclui os aminoacidos
63 a 346 sdo uma regido de ligacdo com a RAD51, sendo os aminoacidos Tyrl39 e
Phe249 essenciais para essa interacdo. Quando ocorre a substituicdo de uma
treonina por uma metionina na posi¢ao 241, esta passa a interagir com a Phe249, o
gue pode interferir na ligacdo com a RAD51. Desse modo, acredita-se que tal
modificacao interfira na formacdo do complexo com a proteina RAD51 prejudicando
o sistema de reparo (BASTOS et al., 2009).

Na analise do polimorfismo RAD51 de casos de CE oral e de orofaringe nao
irradiados, foi encontrada diferenca estatisticamente significativa para a recidiva
local, onde a presenca do alelo G € mais frequente em casos que nao recidivaram
localmente, consequentemente, a andlise multivariada demonstrou que a presenca
do alelo C aumenta em mais de 3 vezes a chance de recidiva local, comparada a

auséncia do mesmo alelo.

A analise de sobrevida livre de doenca local no mesmo grupo de pacientes, também
apresentou resultados significativos. A analise multivariada mostra que a presenca

do alelo C aumenta em mais de 2 vezes o risco de precocidade de recidiva local.
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O estudo de Li et al (2006), que analisou pacientes com cancer de pancreas tratados
com radioterapia, ndo encontrou nenhuma relacdo deste polimorfismo com a
sobrevida; O estudo de Gordon et al (2006), analisou pacientes com cancer retal e
nao relatou relacdo deste polimorfismo com recorréncia, status linfonodal ou
guimioradioterapia, corroborando nossos resultados. Nosso estudo observou que o
alelo C é responsavel pelo pior prognéstico do paciente, porém tal resultado nédo
esta relacionado a resposta radioterapica, visto que essa observacdo foi em
pacientes nao irradiados.

O estudo de Werbrouck et al (2008) relata que o genétipo GC tem um efeito protetor
sobre o desenvolvimento do cancer de cabeca e pescoc¢o. O estudo de Wang et al
(2013) destaca que o gendtipo CC esta associado ao aumento no risco de
desenvolvimento de cancer de mama, o que acredita estar relacionado ao fato da
RAD51 estar estritamente relacionada a familia génica BRCA, principal gene
causador do cancer de mama, sendo este o resultado mais conclusivo que se tem a

respeito dos efeitos dos gendtipos do polimorfismo em questao.

E consenso na literatura, que o alelo C aumenta a atividade do promotor, o que
deveria aumentar a atividade de reparo, porém neste caso 0 que ocorre € 0
contrario, o aumento da atividade do promotor resulta em uma diminuicdo da
atividade da RAD51, que conseguentemente ird levar a uma atividade de reparo
diminuida, aumentando também o risco de tumorigénese, 0 que explica o pior
prognostico dos pacientes na presenca do alelo C (BORCHIELLINI et al., 2008;
SHIN et al., 2008; WANG et al., 2013).

Quanto aos demais polimorfismos (ERCC1 Asn118Asn e XRCC1 Argl94Trp) este
trabalho ndo obteve resultados significativos em nenhum dos casos estudados. O
polimorfismo ERCC1 Asn118Asn tem sido mais amplamente estudado, por atuar em
duas vias distintas de reparo, corrigindo tanto quebra em fita simples quanto quebra
em fita dupla (VAEZI et al., 2011).

Quanto as regibes anatdbmicas, pode-se concluir que o polimorfismo XRCC1
Arg399GIn em paciente irradiados, apresenta uma piora de prognéstico em
pacientes com CE oral e de orofaringe, quando na presenca do alelo 399GIn. Ja o

polimorfismo XPC Lys939GIn, apresentou piora de prognostico na presenga do alelo
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939GIn para pacientes com CE oral e orofaringe irradiados. O polimorfismo XRCC3
Thr241Met, apresentou piora de prognostico nos pacientes com CE de laringe
irradiados quando na presenca do alelo 241Met.

Essa diferenca observada entre as regibes anatdomicas, pode ser explicada pelas
diferencas existentes entre as caracteristicas de diferenciacdo genética, fisioldgica e
morfolégica da regido anatbmica em questdo, que consequentemente irdo
influenciar no progndstico devido ao tratamento utilizado e a resposta individual de

cada paciente.

Genes de reparo sdo essenciais para manter a estabilidade genética, o que
consequentemente evita 0 processo carcinogénico, independente da regido
anatbmica. Espera-se que apos a aplicacao da radioterapia, que eleva os danos ao
DNA, os sistemas de reparo passem a agir com maior intensidade, assim células
com sistema de reparo deficiente tenderiam a morrer mais, aumentando a
radiossensibilidade tumoral. Porém, diante dos resultados obtidos neste trabalho,

pode-se notar que o previsto nem sempre ocorre.

A radiossensibilidade ndo se da apenas pelo numero de células que sao afetadas e
mortas pelo tratamento radioterapico, mas também por um conjunto de interacdes
moleculares e cascatas que sao ativadas apos o tratamento. Além disso, os efeitos
da radioterapia estdo ligados a caracteristicas individuais de cada paciente, pré-

determinadas principalmente por fatores genéticos.

Em alguns casos de polimorfismos aqui tratados, foi possivel notar que mesmo com
a atividade de reparo diminuida, a radiossensibilidade ndo aumentou, geralmente
piorando o prognoéstico do paciente. E consenso, que a presenca destes alelos
pioraria 0 prognostico do paciente, ja que leva a maior instabilidade genética e a
carcinogénese. Porém, aqui o diferencial é que foi incluido nas analises a influéncia
do tratamento radioterapico e pode-se prever diante dos resultados obtidos que a
falha no reparo influencia mais fortemente no progndstico do paciente do que no

préprio tratamento radioterapico.

Pode-se supor que um sistema de reparo eficiente, em perfeito funcionamento, tem

a capacidade ndo de apenas corrigir danos perigosos, mas também de encaminhar
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células sem capacidade de reparo para as vias apoptéticas, evitando assim o
acumulo de mutacdes e mantendo um fenotipo menos agressivo, aumentando a

radiossensibilidade tumoral.



Coreotionie



101

6 CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados, conclui-se que o alelo XRCC1 399GIn em
pacientes com CE oral e de orofaringe, XPC 939GIn em pacientes com CE oral e de
orofaringe e XRCC3 241Met em pacientes com CE de laringe, todos tratados com
radioterapia podem ser utilizados como marcadores de pior prognéstico.

Ja a presenca do alelo C no polimorfismo RAD51 -98G>C em pacientes com CE oral
e de orofaringe € também marcador de pior progndstico, porém sem relagdo com o

tratamento radioterapico.

Observou-se que diferentes regides anatdOmicas da cabegca e pescocgo (oral,
orofaringe e laringe) respondem de modo diferente a presenca de um determinado
polimorfismo, possivelmente modificando o prognostico e a resposta radioterapica

do paciente.

Adicionalmente, pacientes portadores de variacbes genéticas que diminuem a
eficiéncia da maquinaria de reparo do DNA n&o respondem melhor a radioterapia,
apresentando pior prognostico, diferentemente do que se esperava, levando a crer

gue a diminuicdo na atividade de reparo leve a um acumulo de mutacoes.

Em resumo, houve associacOes biologicamente plausiveis entre determinados
polimorfismos e a resposta radioterapica do paciente, sugerindo que o uso de

marcadores genéticos que auxiliem a decisao do protocolo terapéutico € viavel.
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