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RESUMO

O cancer de laringe é a segunda neoplasia maligna mais comum no trato respiratério.
Na fase inicial desta doenca, a radioterapia € uma das principais opg¢des de tratamento e cura
desses tumores. Submetidos a0 mesmo protocolo de tratamento, os pacientes irradiados
apresentam efeitos colaterais cujas intensidades variam em fungdo da radiossensibilidade
individual. Alguns dos efeitos colaterais comuns da radioterapia de céncer de laringe séo:
eritema, rouquiddo, disfagia e odinofagia. Neste contexto, a existéncia de testes pré-tratamento
para caracterizacdo da sensibilidade individual contribuiria para minimizacdo desses efeitos,
bem como para melhoraria da qualidade de vida do paciente. Esta pesquisa analisou a taxa de
viabilidade de linfécitos do sangue periférico, apds irradiados in vitro, como bioindicador de
radiossensibilidade de pacientes encaminhados para radioterapia de cancer de laringe (estadios
clinicos T1 e T2), objetivando comparar o percentual de viabilidade celular (VC) pré-tratamento
com a intensidade dos efeitos colaterais apresentados por pacientes, pos-tratamento. Para tanto,
foram coletadas amostras de sangue periférico de 16 individuos portadores de tumores de
laringe, as quais foram irradiadas com doses de 2 e 2,5 Gy, a partir de um acelerador linear. Para
cada individuo, foi mantida uma aliquota ndo irradiada, como controle. A viabilidade dos
linfdcitos foi analisada utilizando o corante azul de Tripan. Por outro lado, os diferentes graus
dos efeitos colaterais foram avaliados logo ap6s a Ultima sessdo de radioterapia, com base nos
critérios do Grupo Oncol6gico de Terapia das Radiagfes. Os resultados ndo apresentaram
correlagdo entre percentual de viabilidade celular e eritemas, principalmente devido a falta de
controle no uso de substancias hidratantes receitadas aos pacientes, como o Dersani, que tem
efeito radioprotetor. Entretanto, foram encontradas boas correlacfes entre os percentuais de
viabilidade celular e niveis de rouquiddo, disfagia e odinofagia a partir da percep¢do do proprio
paciente, provavelmente devido a estreita relacdo desses efeitos com inflamagdes e edemas na
regido da laringe. De forma geral, os resultados sugerem que o método proposto para analise da
viabilidade de linfécitos irradiados in vitro auxilia no prognéstico de efeitos colaterais
resultantes da radioterapia de pacientes com céncer de laringe, contribuindo na defini¢do de

medidas preventivas para minimizar os efeitos adversos do tratamento.

Palavras-chave: Viabilidade celular, Efeitos colaterais, Radioterapia, Cancer de laringe.



CELL VIABILITY FOR PROGNOSIS OF SIDE
EFFECTS IN RADIOTHERAPY OF LARYNX CANCER

ABSTRACT

Laryngeal cancer is the second most common malignancy in the respiratory tract. In the
initial phase of this disease, radiotherapy is one of the main options for treatment and cure of
these tumors. Irradiated patients experience side effects which intensities vary depending on the
individual radiosensitivity. Some of the common side effects of radiotherapy for cancer of the
larynx are: erythema, hoarseness, dysphagia and odynophagia. In this scenario, the existence
pre-treatment tests for evaluating individual radiosensitivity could help to predict and minimize
side effects as well as improving the quality of life of patients. In this context, this research
investigated the viability of peripheral blood lymphocytes, after irradiation in vitro, as
bioindicator of individual radiosensitivity from patients undergoing radiotherapy of laryngeal
cancer (clinical stages T1 and T2). The aim of this work was to compare the percentage of cell
viability, before patients’ treatment, with the intensity of side effects presented by them post-
treatment. For this, peripheral blood samples were collected from 16 individuals with laryngeal
tumors. Samples were separately irradiated with doses of 2 and 2.5 Gy using a linear
accelerator. For each subject sample, an aliquot was kept non-irradiated, as a control. The
viability of the lymphocytes was tested using Trypan blue dye. The different degrees of side
effects were assessed after the last session of radiotherapy, based on the criteria of the Radiation
Therapy Oncology Group. The results showed no correlation between the percentage of cell
viability and erythema, mainly due to lack of control in the use of moisturizing substances
prescribed as radioprotective effect. On the other hand, good correlations were found between
the percentage of cell viability and levels of hoarseness, dysphagia and odynophagia from the
perception of the patient. These last results are probably related to close relation between
inflammation and edema of the larynx region, so the larger the indices of cell viability, more
cells remained battered by radiation in the tissue indicating the need for repairs, thus leading to
inflammation and edema more acute and more severe side effects then. These finds suggest the
use of viability of lymphocytes irradiated in vitro as predictor of side effects of radiotherapy of
patients with laryngeal cancer, which may permit the definition of measures to minimize such

effects.

Keywords: Cell Viability, Radiotherapy Side Effects, Cancer of the larynx
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1- INTRODUCAO

O cancer de laringe € a segunda neoplasia maligna mais comum no trato
respiratorio, estando associada ao habito de fumar e ao uso abusivo do alcool. Conforme
a progressao da doenca, os tumores de laringe s@o classificados, segundo o Radiation
Therapy Oncology Group — RTOG, em niveis que vdo do grau 1 (tumor em estagio
inicial) até grau 4 (severamente comprometido) (RTOG, 2011).

A escolha terapéutica para esses tumores, quando em fase inicial da doenca,
passa pela radioterapia ou cirurgia, sendo que ambas apresentam indices de cura
superiores a 80% (ISSA et al., 1988), porém sdo procedimentos distintos. Enquanto a
cirurgia € uma técnica invasiva que pode ocasionar sequelas na fala e degluticdo
podendo até serem permanentes, a radioterapia pode ocasionar efeitos colaterais na pele,
na fala e na degluticdo (INCA, 2012), a opc¢éo de tratamento fica a cargo do paciente e
seus familiares levando em conta a disponibilidade das técnicas no hospital em que sera
tratado.

No tratamento radioterapico, é de extrema importancia que se conheca a dose de
radiacdo administrada ao paciente, e em que 6rgdos esta radiacao esta interagindo, uma
vez que os tumores sdo sempre circundados por tecidos sadios que devem ser
minimamente expostos. Protocolos de tratamento atualmente aceitos para tumores de
laringe preconizam que sejam administradas doses entre 63 e 65 grays (Gy) distribuidas
em 28 ou 29 fracdes diarias dependendo do estagio da doenca (PEREZ et al., 2006).

No entanto, o tratamento radioterdpico, por mais especifico que seja, nao
consegue evitar que oOrgdos sadios sejam irradiados. Segundo Zackrisson e
colaboradores (2003), os efeitos mais comumente encontrados em pacientes com lesdes
laringeas em tratamento radioterdpico sdo rouquiddo, eritema, podendo chegar a
descamacdo da pele; disfagia (dificuldade para deglutir) e odinofagia (dor ao deglutir).
Tais efeitos colaterais adversos acontecem durante e apds o tratamento em maior ou
menor grau, dependendo do paciente (HOELLER et al., 2003).

Acredita-se que a gravidade dos efeitos colaterais apresentados pelos pacientes
estd relacionada a sua sensibilidade as radiacOes. Esta caracteristica é denominada
radiossensibilidade individual, na qual diferentes individuos apresentam diferentes
radiossensibilidades e, consequentemente, diferentes respostas ao tratamento
radioterapico (ANDREASSEN et al., 2002).



Atualmente, ndo existe na préatica clinica nenhum indicador que permita prever a
severidade do efeito adverso resultante da radioterapia. Por outro lado, existem hoje
algumas técnicas laboratoriais que permitem evidenciar o comportamento celular apos a
irradiacdo de um tecido ou mesmo de uma amostragem de células (GARCIA et al.,
1998; HALL et al., 2006; BORGMANN et al., 2008).

A analise da viabilidade celular (VC) € uma destas técnicas pela qual se pode
observar a quantidade de células de uma amostra que sobrevive ap0s exposicdo a
diferentes doses de radiacdo. Alguns modelos celulares podem ser utilizados para a
anélise, como por exemplo, linfdcitos e fibroblastos. Neste trabalho, a avaliacdo da
viabilidade celular baseou-se na metodologia do corante azul de Tripan, devido a sua
simplicidade metodoldgica, baixo custo e curto tempo de execucdo, o que a torna viavel
para a pratica clinica em radioterapia. Os linfocitos foram adotados como modelo
celular por sua fécil obtengao e cultivo em laboratorio (Pinto et al., 2010).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar 0 emprego
da VC como indicador da radiossensibilidade individual, através da correlacdo dos
niveis de sobrevivéncia celular individual de linfocitos do sangue periférico, apos
irradiacdo in vitro, com os efeitos colaterais resultantes da radioterapia de pacientes com
cancer de laringe.

Como objetivos especificos, esta pesquisa buscou:

a) Correlacionar a VC individual com o grau de efeitos colaterais apresentados,

particularmente eritema, rouquid&o, disfagia e odinofagia.

b) Avaliar as perspectivas do uso da VC na definicdo de protocolos paciente-
especificos para prevencdo dos efeitos colaterais de pacientes em tratamento

contra o cancer de laringe.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer no Brasil

Relatorios das agéncias internacionais de salde mostram uma preocupacdo
progressiva com a crescente incidéncia de tumores malignos na populacéo, 0s quais sao
responsaveis por morbidade e mortalidade elevadas na populagdo de todo o mundo,
afetando jovens e idosos em diferentes proporcées (INCA, 2012).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) a frequéncia relativa de
6bitos por cancer no Brasil foi de 12,4 % em 2005, situando-se, portanto, em um padréao
intermediario entre as taxas verificadas em paises de melhor ou pior nivel
socioecondmico. Os tipos mais incidentes, a excecdo do cancer de pele do tipo ndo
melanoma, foram os canceres de préstata e de trato respiratério no sexo masculino e 0s
canceres de mama e de colo do Utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil
da magnitude observada no mundo (INCA, 2012).

A incidéncia de Obitos por cancer em paises desenvolvidos se aproxima de 20%
de todas as causas de morte, enquanto em paises menos desenvolvidos, esta alcanca
somente 5%. Fato que se deve ao aumento da expectativa de vida que possibilita o
aparecimento e a deteccédo das lesdes (INCA, 2012).

E fato que uma das modalidades bastante utilizada para o tratamento do cancer é
a radioterapia. Estima-se que 60 a 65% dos portadores de cancer irdo passar por
radioterapia em alguma fase de seu tratamento (MEHTA et al., 2010).

Neste estudo, o céancer de laringe foi escolhido por ser o segundo tipo mais
frequente no trato respiratorio, bem como pela maior facilidade de acompanhamento

dos pacientes. A seguir sera apresentado o comportamento deste tipo de cancer.

2.1.1 Tumores de Laringe: Incidéncia e prevaléncia

No Brasil a incidéncia de cancer de laringe varia de 5 a 11 novos casos, a cada

100.000 habitantes, do sexo masculino por ano. Para 2012 estima-se que serdo, no total,



6.110 casos novos. A incidéncia é cerca de seis vezes menor nas mulheres (INCA,
2012).

Conhecer a anatomia da regido laringea é importante para o estudo, pois &
através dela que se conhece o grau de avanco da doenca e se pode escolher a
modalidade terapéutica a ser praticada (SALVAJOLI et al., 1999).

A laringe pode ser dividida em trés partes: a glote, que inclui as duas cordas
vocais verdadeiras; a supraglote, onde estdo as falsas cordas vocais, a epiglote e as

pregas ariepigloticas e a subglote (Figura 1).

Figura 1 - Esquema anatdmico da laringe
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Fonte: Salvajoli et al. (1999)

Um dos aspectos mais relevantes na tomada de decisdo sobre a alternativa
terapéutica de escolha é a mobilidade das cordas vocais. Toda a regido ocupa um
volume pequeno (um tubo com cerca de 5 cm de altura), e é comum que tumores
invadam diferentes sitios anatbmicos (PEREZ et al., 2006).

Este tipo de céancer, assim como o de pulmdo, estd intimamente ligado ao
tabagismo e ao etilismo e é raro alguém que ndo fume ter cancer nessa regido. Segundo
Licitra e colaboradores (2003), o habito de fumar aumenta sensivelmente o risco de
cancer nas cordas vocais e na glote, enquanto que o etilismo é mais proeminente para o

cancer na supraglote.



Para todos os tipos de canceres, a classificacdo quanto ao grau evolutivo da
doenca leva em consideracdo o avanco do tumor primario, 0 comprometimento das
cadeias linfaticas e também as metastases que 0s pacientes apresentam. Para tanto é
utilizada uma escala conhecida como sistema TNM, escala esta que sera abordada a

seguir, sendo o sistema mais utilizado para a classificagdo de doencas (INCA, 2012).

2.1.2 Estadiamento TNM

O sistema de estadiamento mais utilizado e preconizado pela Uniédo
Internacional Contra o Céancer (UICC) é o sistema TMN, que é empregado para
classificar casos de cancer, conforme seus estadios (ou fases). A classificacdo é dividida
nos seguintes itens: componente relacionado a extensdo do tumor, no sistema
representado pela sigla T; componente que diz respeito a presenca de tumores em
linfonodos proximais, representado pela sigla N; e o0 componente que aponta a presenca
de metéstases a distancia, relacionado a sigla M. A adicdo de numeros a cada
componente tem por objetivo indicar o nivel de extensdo da doenca. De acordo com a
classificacdo atual, tem-se: TO, T1, T2, T3 e T4; NO, N1, N2 e N3; M0 e M1 (RTOG,
2011).

Exames basicos para estadiamento incluem exames fisicos, com atencdo aos
linfonodos cervicais bilaterais e mobilidade do estojo laringeo, e exames como
laringoscopia, radiografia de tdrax, tomografia e ressonancia magnética. A Tabela 1
mostra a classificacdo quanto a extensdo do tumor para o cancer de laringe (SAVAJOLI
etal., 1999).



Tabela 1 - Estadiamento TNM para cancer de laringe

Regido
Supraglote Glote Subglote
Grau
T1 Mobilidade normal Limitado as cordas vocais, mobilidade Limitado a subglote
normal
Envolvimento da mucosa de mais de uma
T2 sub-regido adjacente da supraglote ou da | Supraglote, subglote, mobilidade da corda | Extensdo a corda vocal com mobilidade
glote ou de regi&o adjacente fora da vocal diminuida diminuida
supraglote; sem fixacédo
Limitado a laringe, com fixacao de corda,
T3 ou invasao da &rea pds-cricdidea, tecidos Fixacdo da corda Fixacdo da corda vocal
pré-epigloticos, base da lingua
T4 Extensdo além da laringe Extensdo além da laringe Extensdo além da laringe

Fonte: Salvajoli et al. (1999)



Para os estadios T1 e T2 da doenca, o tratamento pode ser realizado
exclusivamente com radioterapia apresentando altos indices de cura, semelhantes aos da
cirurgia, nos estagios mais avancados da doenca, como estadios T3 e T4, o uso da

quimioterapia para o tratamento se torna indispensavel (HALL et al., 2006)

2.1.3 Modalidades de tratamento para os estadios T1e T2

A rotina terapéutica para lesdes gloticas é instituida de acordo com a subregido
em que esta localizada a lesdo, levando em consideracdo também o grau de avanco da
doenca. Portanto se a lesdo esta localizada na supraglote e foi estadiada como T1 ou T2,
a indicacdo é de radioterapia exclusiva, por manutencao da fala, menor morbidade, e
possibilidade de resgate da recaida com cirurgia (PELLIZZON et al., 2008).

Se indicada a cirurgia, esta deve ser a laringectomia supragl6tica. A retirada total
da laringe deve ser reservada para pacientes com impossibilidade de tolerar a retirada da
supraglote, que pode levar a doencas respiratorias potenciais (PELLIZZON et al.,
2008).

Para lesGes iniciais localizadas na glote ou subglote, a indicacdo também é de
radioterapia exclusiva, porém como alternativas temos a cordectomia para lesdes
superficiais, laringectomia parcial ou excisdo a laser (PELLIZZON et al., 2008). As
técnicas de radioterapia para as lesdes supracitadas serdo discutidas adiante em topico
especifico.

As taxas de controle local para tumores iniciais variam de 87 % a 92 % para as
duas modalidades de tratamento (radioterapia ou cirurgia) com taxas de sobrevida livre
de doenca em cinco anos da ordem de 80 % a 90 % (PELLIZZON et al., 2008).

O seguimento clinico deve ser trimestral no primeiro ano, quadrimestral no
segundo ano, semestral no terceiro e quarto anos e anual a partir de entdo. Realiza-se
exame clinico com nasofaringoscopia a cada consulta. Radiografia de térax ¢é
recomendada anualmente. Tomografia computadorizada é realizada semestralmente e,
nos casos de dificuldade na avaliacdo, solicita-se 0 exame de ressonancia magnética
(PELLIZZON et al., 2008).



2.2 Biofisica da Radioterapia

A compreensdo da importancia da radioterapia como opcao de tratamento para o
cancer de laringe depende do conhecimento da interacdo das radia¢des ionizantes com

os tecidos, bem como das grandezas dosimétricas.

2.2.1 Radiag0es ionizantes

Radiacdo pode ser definida como energia que se propaga em forma de ondas
eletromagnéticas (raios X e radiacdo gama) ou particulas (particulas alfa e beta), que ao
interagir com o meio absorvedor pode modifica-lo. Quando a radiacdo possui
intensidade suficiente para arrancar elétrons dos atomos do meio com o qual esta
interagindo, é denominada de ionizante (ICRP, 2007).

Utiliza—se a grandeza energia absorvida por unidade de massa de tecido
irradiado como unidade béasica de dose de radiacdo (ICRP, 2007), definida pela

Equacéo 1:

AE
T am (Equacéo 1)

A unidade utilizada para medir a dose absorvida é o Gy (Gray), definida como
sendo a energia absorvida de um joule (J) por quilograma de massa (kg) (ICRP, 2007).

As radiagdes ionizantes podem modificar as estruturas do tecido vivo, dando
origem a diversos efeitos que podem resultar em morte celular e no aparecimento de
canceres radioinduzidos (HALL et al., 2006). Os processos pelos quais as radiacdes

modificam o meio com o qual interage serdo discutidos a seguir.

2.2.2 Mecanismos de interacdo da radiagdo com o tecido

As etapas de interacdo da radiacdo com o tecido podem ser classificadas em:
efeitos fisicos, quimicos e biolégicos (CEMBER, 2009).



Efeitos fisicos

Primeiramente, apos a interacdo da radiacdo ionizante com o0 meio, pode haver a
formacdo de diversos ions. Caso a energia da radiacao seja suficiente, havera liberagdo
de elétrons dos atomos, formando assim pares de elétrons-radicais, produzidos pela
quebra de ligacGes eletrbnicas nos atomos. Este processo, denominado de efeito fisico

da radiacdo, tem duracio de aproximadamente 103 segundos (CEMBER, 2009).
Efeitos quimicos

Em seguida, ocorrem os efeitos quimicos em que ha quebra das moléculas que
compdem a matéria. Como mostra a Figura 2, o produto final da interacdo da radiacdo
com as moléculas de dgua e oxigénio presentes nos organismos vivos, € a formacgéo de
radicais livres e ions reativos que sdo bastante nocivos a molécula do acido
desoxirribonucléico (DNA). Estes podem causar posteriormente efeitos bioldgicos
como a morte celular, caso os danos radioinduzidos ndo sejam reparados (CEMBER,
2009).

Figura 2 - Radidlise da &gua e formagcdo de radicais hidroxil.

RI

LLL"—) H,O
I + OH

Radicais

OH + OH' = 1,0,

livres

H+ Oy = 110,

Fonte: Fernandes (2005)



Efeitos bioldgicos

Os efeitos bioldgicos induzidos pelas radiacdes dependem de uma série de
fatores, como a dose absorvida e a sensibilidade do tecido que estad sendo irradiado.
Estes efeitos sdo resultado de alteracGes na molécula de DNA que impedem ou retardam
a divisdo celular, havendo inclusive a possibilidade de que essas alteracdes sejam
transmitidas as geracgdes celulares posteriores (CEMBER, 2009).

A acdo da radiagdo sobre a molécula de DNA pode ser classificada em acdo
direta e indireta. Na acdo direta, a radiacdo interage com o DNA promovendo uma
modificacdo dessa molécula, e na acdo indireta a radiacdo ionizante interage
primeiramente com a molécula de agua (efeitos quimicos), originando produtos tdxicos
que lesionam a molécula de DNA (BUSHONG, 2008).

A sequir, na Figura 3, apresenta-se um modelo esquematico das duas formas de

interacdo da radiacdo com o DNA.

Figura 3 - Interagéo direta e indireta da radiagdo com o DNA.

l/ >V’: %
( 1 i » Efeito Indireto
~ H. S e
7 | OH- = OANAANAARadiagio
T H ionizante
, C.—:‘
~ 7 Efeito Direto
“ 1 NN\ Radiagao
‘- —> ‘ ionizante
L S
DNA

Fonte: Fernandes (2005)
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A escala de tempo para surgimento de efeitos biologicos varia de alguns
minutos, nos casos por exemplo de efeitos associados a alteracfes na molécula de DNA
da ceélula irradiada, até varios anos, nos efeitos associados as gerac@es celulares futuras
(CEMBER, 2009).

Devido a importancia da manutencdo da integridade do DNA, as celulas
possuem alguns mecanismos de reparo que auxiliam nas respostas as lesdes
radioinduzidas. Entretanto, quando este processo ndo é executado de forma eficiente, ha
0 aparecimento de danos que, a depender da extensdo e do grau de comprometimento,
podem levar as células afetadas a morte (ALBERTS, 2004).

2.2.3 Morte celular

O processo de morte celular é classificado comumente a partir das caracteristicas
morfoldgicas e biogquimicas apresentadas pela célula, sendo a catastrofe mitdtica,
apoptose e necrose, as principais respostas ao dano radioinduzido (GRIVICICH, 2007;
KROEMER, 2008).

Na catastrofe mitotica, as células morrem ao tentarem se dividir devido a um
dano aberrante, que resulta em segregacdo cromossémica errbnea e inviavel. Este tipo
de dano ¢ considerado uma “‘sinalizagdo irreversivel” para a morte, pois a célula perde
sua capacidade de se dividir (GRIVICICH, 2007; KROEMER, 2008).

A apoptose (termo utilizado para denominar a morte celular programada), por
sua vez, € um processo essencial para a manutencao e desenvolvimento dos seres Vvivos,
importante na eliminacdo de células defeituosas (GRIVICICH, 2007; KROEMER,
2008). Organismos multicelulares, como o ser humano, sdo capazes de induzir a
apoptose em resposta a estimulos externos e internos (GRIVICICH, 2007).

No processo de apoptose, a célula sofre varias alteracdes caracteristicas desse
tipo de morte celular, como a diminui¢do da célula, o que causa a perda de aderéncia
com a matriz extracelular e com as células vizinhas; a condensacdo da cromatina; a
invaginacdo da membrana plasmatica; a invaginacdo e desintegracdo do ndcleo em
pequenos fragmentos, envoltos na prépria membrana nuclear; e a formacao de corpos
apoptdéticos, caracteristicos da apoptose, que sdo rapidamente fagocitados por
macrofagos, sem causar inflamacéo (GRIVICICH, 2007; KROEMER, 2008).
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J& na necrose hd aumento do volume interno da célula, agregacdo da cromatina,
degeneracdo da membrana citoplasmatica, entropia do citoplasma e consequente ruptura
da célula. A liberagéo do conteudo celular da célula resulta em danos as células vizinhas
e inflamacdo local (GRIVICICH, 2007; ALBERTS, 2004; KROEMER, 2008).

Geralmente, no processo de morte celular pos-irradiacdo, observa-se uma
reducdo na capacidade de reparo dos danos radioinduzidos, particularmente de quebras
duplas no DNA. Ha também evidéncias que relacionam as mutacdes geradas nos genes
envolvidos nos processos de reparo, e checagem do ciclo celular, a uma maior
sensibilidade da célula aos efeitos das radiacdes ionizantes (GARCIA, 1998; PRISE,
2005).

Essa propriedade que a radiacdo tem de causar danos aos tecidos vivos, podendo
leva-los a morte, € uma das razdes da utilizacdo deste agente fisico em tratamentos

médicos, como a radioterapia.

2.2.4 A Radioterapia

A utilizacdo de radiacdes com finalidade terapéutica teve seu inicio apos trés
acontecimentos bastante relevantes do ponto de vista cientifico: a descoberta dos
raios X, em 1895, a descoberta da radioatividade, em 1896 e a descoberta do radio em
1898 (SAVAJOLI et al., 1999).

Desde a publicacdo sobre a descoberta dos raios X, o uso das radiacbes
ionizantes na medicina tanto para diagnostico quanto para terapia tem aumentado e se
estabelecido, pode-se dizer que hoje € dificil imaginar a pratica da medicina sem o uso
da radiologia diagnostica, e a oncologia sem a radioterapia (SALVAJOLI et al., 1999).

Na radioterapia, todo o processo inicia-se com aquisicao de imagens da regido

do paciente a ser tratada.

2.2.5 Aquisi¢do de imagens

A compreensdo do processo de aquisicdo de imagens é de suma importancia
para se conhecer como e quais efeitos colaterais podem ocorrer durante o tratamento,
pois esta etapa possibilita a delimitacdo dos tumores e dos 6rgaos sadios (SAVAJOLI et
al., 1999).
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A Figura 4, a seguir, apresenta dois exemplos de procedimentos para aquisi¢cao

de imagens utilizadas no planejamento radioterapico.

Figura 4 - Radiografia (convencional) comparada a tomografia (conformacional).

A -RADIOGRAFIA DE PLANEJAMENTO B - TOMOGRAFIA PARA PLANEJAMENTO

Fonte: Proprio autor (Radiografia realizada através de um equipamento de
Raios-X portatil, marca Philips e a tomografia realizada em tomégrafo Siemens de 16

canais).

A Figura 4-A mostra a radioterapia convencional, na qual a confeccdo de
radiografias possibilita a observacdo de estruturas 6sseas circunvizinhas a regido de
tratamento. Neste caso, contudo, é impossivel delimitar com precisdo o volume que
deve ser tratado e, por isso sédo adotados tamanhos de campo de radiacdo alargados, com
margens de seguranca gque garantam que toda a lesdo esteja dentro da area tratada. Na
radioterapia convencional as reacOes adversas, de maneira geral, apresentadas pelos
pacientes s&o maiores, como eritemas de pele e dificuldades para deglutir alimentos
(REIS, 2008).

Outra forma de aquisicdo de imagens no pré-tratamento da-se pelo uso de
tomografia computadorizada (Figura4-B), também denominada de radioterapia
conformacional tridimensional. Este tipo de aquisicdo de imagens visa a delimitacdo
precisa e volumétrica dos 6rgdos a serem tratados e preservados durante a radioterapia,
objetivando aumentar a dose na leséo e, com isso, 0 aumento do controle do tumor, com

a reducdo da morbidade dos tecidos saudaveis, uma vez que sua real localizacdo €
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conhecida. Na modalidade conformacional de tratamento € necessdrio o uso de
softwares de calculo e analise, que permitam a simulacéo virtual do tratamento anterior
a sua realizacao (REIS, 2008).

Apos a aquisicdo de imagens do paciente, o passo seguinte é a delimitacdo dos

volumes de tratamento.

2.2.6 Volumes: alvos e 6rgaos criticos

A delimitacdo precisa dos volumes em radioterapia € importante para que o
planejamento do tratamento seja bem executado. Somente apos a localizacdo do alvo e
dos tecidos normais é que se pode realizar um melhor arranjo de incidéncias dos feixes
de radiacdo, para otimizacdo do tratamento. Para tanto, € necessario que se determinem
quais volumes séo importantes em cada tipo de tratamento. Publicacdes especificas da
Comissdo Internacional de Unidades e Medidas Radiolédgicas (ICRU), tais como a
ICRU 50 e 62 (ICRU, 1993; ICRU, 1999) determinam estes volumes.

A delimitacdo dos volumes é a chave para o planejamento radioterapico e
também para o conhecimento dos efeitos colaterais que devem ser esperados. Isto
porque € através da localizagdo precisa dos 6rgaos saudaveis que circundam os tumores,
e da dose a qual eles estdo sendo expostos, que se pode prever que reagdes poderdo
ocorrer (REIS, 2008).

2.3 Radioterapia para o cancer de laringe

Como dito anteriormente, uma das modalidades terapéuticas de escolha para
lesGes tumorais com estadios T1 e T2 de laringe € a radioterapia, que apresenta indices
de cura superiores a 80% (PEREZ et al., 2006).

O tratamento radioterapico desse tipo de tumor é restrito a lesdo priméria, pois o
risco de disseminacdo para as cadeias linfaticas cervicais € minimo. O campo de
radiacdo padrdo tem tamanho reduzido da ordem de 6 x 6 cm?. O paciente é tratado em
posicdo supina e o imobilizador mais comumente utilizado é a mascara termoplastica,
conforme mostrado na Figura 5. O tratamento deve ser acompanhado diariamente

verificando-se a localizagdo do campo de radiacao, pois devido ao seu pequeno tamanho
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qualquer variacdo no posicionamento do paciente pode acarretar na ndo irradiacdo do
alvo e, consequentemente, perda de eficiéncia no tratamento (PEREZ et al., 2006).

A técnica de irradiacdo da-se através de campos paralelos e opostos (laterais) e o
tratamento pode ser realizado com feixe de energia de 6 MeV de raios X, com taxa de
dose de 2 Gy por minuto. A dose prescrita fica entre 63 Gy e 65,25 Gy distribuidos em
28 ou 29 fracdes (PEREZ et al., 2006).

Figura 5 - Paciente em Tratamento.

Fonte: Proprio autor

Dependendo da sensibilidade do paciente, efeitos colaterais adversos ao
tratamento podem ocorrer em maior ou menor grau, estes efeitos serdo apresentados a

sequir.

2.3.1 Efeitos Colaterais

Todos os pacientes submetidos ao tratamento radioterdpico apresentam efeitos
colaterais, porém de intensidades diferentes. Segundo o Grupo Oncolodgico de Terapia
das Radiacdes - RTOG (2011) as reacGes que podem ocorrer durante ou apos o
tratamento de lesdes gloticas estdo representadas na Tabela 2.
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Tabela 2- Tabela de niveis de efeitos colaterais segundo RTOG

GRAU
0 1 2 3 4
TECIDO
Eritema leve/ depilagéo ] . Confluente descamagéo 3 .
L y 3 L Eritema brilhante/ moderada o ) Ulceragéo/ Hemorragia/
PELE N&o h4 alteragdo basal /descamacdo seca/ diminuigdo L Umida/ diferentes esfoladela
descamacdo Umida/ ) Necrose
do suor pregas/ edema depositante
. Mucosites que podem produzir Confluente mucosite 3 .
Lo B Dor leve, sem necessidade de ) . o Ulceracdo/ Hemorragia/
MUCOSAS N4o ha alteracéo basal o processos inflamatdrios/ dor fibrinosa/ dor severa
analgésicos . . Necrose
moderada requerendo analgesia requerendo narcéticos
Leve "secamento” bucal/ leve Moderado até completo
GLANDULAS Lo B espessamento da saliva/ leve "secamento bucal/ Necrose aguda das glandulas
N&o ha alteracéo basal y ] XXX )
SALIVARES alteracdo do paladar/ requer espessamento da saliva/ salivares
aumento da ingestéo de liquidos alteracdo grave do paladar
Rouquiddo persistente
. Perda da fala/ dor de L .
. possibilitando a fala/ dor de . B Dispnéia/ estridor ou
Lo N Leve rouquiddo/ tosse/ leve L garganta, ouvidos que exija )
LARINGE N&o h4 alteragdo basal garganta/ edema aritendide/ hemoptise com

eritema da mucosa

tosse com necessidade de

medicamentos.

narcoéticos/ confluente edema

aritendide

traqueostomia ou intubacdo

Fonte: RTOG (2011)
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Para avaliacdo da resposta em tratamento radioterapico de tumores de laringe os
efeitos colaterais mais comuns sdo os efeitos colaterais de pele, de laringe (quanto a
rouquidao), e de dificuldade e de dor ao deglutir (disfagia e odinofagia), que estdo
relacionados aos efeitos nas mucosas, glandulas salivares e laringe (SALVAJOLI et al.,
1999).

Na pratica, observa-se que pacientes que realizam o tratamento seguindo o
mesmo protocolo, podem apresentar efeitos colaterais diferentes (BORGMANN et al.,
2002), sendo este fato creditado a radiossensibilidade individual dos pacientes, como

sera apresentado a seguir.

2.4 Radiossensibilidade

Quando as radiagdes interagem com tecidos bioldgicos, alteram a estrutura da
molécula de DNA e estas quando danificadas, acionam mecanismos de reparo
especificos. Entretanto, a capacidade de recuperacdo dessas moléculas é uma
caracteristica biologica individual de cada ser humano, que resulta em uma
sensibilidade maior ou menor aos danos radioinduzidos. Portanto, a radiossensibilidade
pode ser definida como a capacidade de recuperacao individual do DNA, quando se da a
quebra/dano do mesmo pela interacédo da radiacdo (BUSHONG, 2008).

Segundo Bushong (2008), esse fendémeno foi inicialmente evidenciado em
individuos portadores de sindromes caracterizadas por um defeituoso mecanismo de
reparo do DNA, como anemia de Fanconi e a Ataxia Telangiectasia, 0 que os tornavam
mais susceptiveis as radiagdes ionizantes.

Sabe-se, inclusive, que tecidos diferentes, mesmo que provenientes de um
mesmo ser humano tém sensibilidades distintas quando ocorre a interagdo da radiacdo
ionizante com os mesmos, fendbmeno conhecido como radiossensibilidade tecidual
(CNEN, 2011). Este conceito € importante no entendimento do porqué diferentes

tecidos ndo apresentam os mesmos efeitos colaterais ao tratamento radioterapico.
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2.4.1 Radiossensibilidade tecidual

Em 1906, dois cientistas franceses, Bergonié e Tribondeau, observaram que a
susceptibilidade dos tecidos humanos aos efeitos das radiaces é funcdo do estado
metabdlico do tecido que estd sendo irradiado (FERNANDES, 2005). Este conceito
ficou conhecido como “Lei de Bergoni¢ e Tribondeau”, que estabelece que a
radiossensibilidade dos tecidos vivos pode variar com 0s seguintes critérios:

e O grau de diferenciacdo do tecido: quanto mais diferenciada for a célula, maior é

a sua resisténcia a radiacao;

e A idade do tecido: quanto mais jovem for o tecido ou 6rgdo, mais radiossensivel
ele serd;

e A atividade metabdlica: quanto maior a atividade metabdlica, maior a
radiossensibilidade;

e A taxa de proliferagdo celular: quando a taxa de proliferacdo celular e a taxa de
crescimento tecidual aumentam, a radiossensibilidade também aumenta.

Por exemplo, o feto € consideravelmente mais sensivel a exposicéao a radiacao do
que a crianga ou o adulto, por conter células indiferenciadas e tecidos e 6rgaos jovens,
com elevada atividade metabdlica e alta taxa de proliferagdo celular e tecidual
(BUSHONG, 2008).

A seguir serdo apresentados alguns fatores que alteram a radiossensibilidade dos

tecidos irradiados.

Quantidade de oxigénio

Quanto maior a oxigenacdo do tecido, mais sensivel ele sera as radiagdes
ionizantes, devido a formacdo de espécies reativas do oxigénio, responsaveis pelo
desencadeamento do efeito indireto dos danos radioinduzidos. Porém é necessario que o
oxigénio esteja presente durante a irradiagdo, ou alguns microssegundos ap0s a mesma
(BUSHONG, 2008).
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A influéncia da idade

A idade da estrutura biologica irradiada interfere na resposta a radiacéo devido a
maturacdo e diferenciacdo das ceélulas presentes. A radiossensibilidade decresce a
medida que a idade aumenta, porém numa idade avancada, os seres humanos vao se
tornando mais radiossensiveis devido a perda da capacidade de renovacdo das células
(DOWD, 1994).

Capacidade de recuperacéo do tecido

As células humanas possuem Vvarios mecanismos de recuperacdo do dano
ocorrido na exposicdo as radiacGes ionizantes. Estes mecanismos baseiam-se na
reconstrucdo da molécula de DNA. Alguns tipos celulares tém maior capacidade que
outros de reparar os danos subletais, e esta capacidade pode determinar maior ou menor

resisténcia as radiagcdes ionizantes (DOWD, 1994).

Agentes quimicos

Alguns agentes quimicos podem modificar a resposta de células, tecidos e
organismos as radiagdes ionizantes. Para que os agentes quimicos sejam efetivos, eles
devem estar presentes no momento da irradiacdo, assim como o oxigénio. Substancias
como pirimidinas halogenadas e a vitamina K, por exemplo, sdo capazes de
radiossensibilizar o tecido irradiado (DOWD, 1994).

Na radioterapia os parametros descritos acima sdo levados em consideracao para
a indicacdo dos tratamentos, porém uma avaliacdo mais profunda dos niveis de
radiossensibilidade individual pode trazer beneficios maiores inclusive com a
personalizagdo dos protocolos de tratamento levando a menores efeitos adversos e
maiores indices de cura (CAVALCANTI et al., 2011).

Para o estudo da radiossensibilidade é importante conhecer também conceitos

como a curva de sobrevivéncia celular frente a fatores agressores.
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FRAQ?\O DE CELULAS SOBREVIVENTES

2.5 Sobrevivéncia celular

A avaliacdo da sobrevivéncia celular in vitro é utilizada para caracterizar os
mecanismos de morte celular, bem como caracterizar a sensibilidade individual a
diversas substancias quimicas e agentes fisicos, como a radiacdo (CHAUDHARY et al.,
2002). A relacdo entre a dose de radiacdo e a propor¢do de células sobreviventes é

descrita na chamada curva de sobrevivéncia celular, conforme mostrado na Figura 6.

Figura 6 - Curva de sobrevivéncia celular in vitro para Raios X.
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O primeiro estudo de curva de sobrevivéncia in vitro foi realizado em 1956 e
gerou uma grande motivacdo no campo da Radiobiologia. Pensou-se que com um
sistema quantitativo apontando a correlagdo da dose de radiagdo com a fracdo de células
sobreviventes, grandes avancos seriam obtidos na compreensdo dos efeitos bioldgicos
das radiacdes ionizantes (HALL, 2006).

Em particular, foi antecipado que uma significativa contribuicdo poderia ser
obtida em direcdo a uma melhor compreensdao do tratamento radioterapico. Por
exemplo, em casos de individuos que apresentam radiossensibilidade aumentada, tal

como na sindrome genética Ataxia Telangiectasia, as células seriam muito mais
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sensiveis as radiagdes ionizantes, o que péde ser observado com a construcao das curvas
de sobrevivéncia celular (HALL, 2006). Portanto, a investigacao prévia deste parametro
para todos os pacientes poderia contribuir na avaliagdo dos niveis de radiossensibilidade
individual objetivando o planejamento radioterdpico, o que, na pratica clinica ndo e
observado.

Atualmente, existem varias metodologias que sdo utilizadas para avaliacdo da
sobrevivéncia celular, como por exemplo a metodologia baseada no corante Azul de
Tripan, que tem como caracteristicas a simplicidade metodoldgica, baixo custo e curto
tempo de execucdo, tornando-se vidvel para o uso na prética clinica da radioterapia.
Para a realizacdo desta técnica os linfocitos podem ser adotados como modelo celular e
apresentam como caracteristicas a facil obtencéo e cultivo em laboratorio (KIZILIAN-
MARTEL et al., 2003; LOU et al., 2008).

2.5.1 Linfocitos

Os linfocitos (Figura 7) sdo responsaveis pela resposta imune especifica,
existindo no corpo humano cerca de 2 x 10*? células linfocitérias, 0 que torna sua massa
celular comparavel a de érgdos como o figado ou cérebro, por exemplo (ALBERTS et
al., 2004).

Os linfocitos sdo divididos em trés tipos: linfocitos B, linfocitos T e linfocitos
NK (natural killer). Cada um destes desempenha diferentes funcdes e, embora sejam
indistinguiveis ao microscopio 6ptico, apresentam diferencas quando vistos em
microscopia eletronica (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

Os linfocitos possuem uma vida média relativamente longa (aproximadamente 3
anos). Sdo de facil obtencéo e de facil manipulacao, além de se apresentarem na fase G
do ciclo celular (ndo estdo se dividindo) (KIZILIAN-MARTEL et al., 2003; LOU et al.,
2008). Caracteristicas estas que os tornam interessantes como modelo biolégico para

estudos em radiobiologia.
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Figura 7 - Linfécito humano visualizado por microscopia Optica.

Fonte: FENECH et al. (2003)

A proposta de utilizacdo de linfocitos do sangue periférico em pesquisa sobre
radiossensibilidade é um fator que aumenta a rapidez das analises, ja que estas células
sdo de obtencdo e cultivo mais simples quando comparados aos fibroblastos, células
mais largamente utilizadas para estes fins atualmente (ALMODOVAR et al., 2002;
LEONG et al., 2004).

2.5.2 Anélise da viabilidade celular

Para a ponderagdo da VC, alguns métodos como a citometria de fluxo e
avaliacdo da quantidade de micronucleos tém sido utilizados, porém ainda em fase
inicial (OZSAHIN et al., 1997). Jagetia (2000) observou um aumento da morte celular
apos irradiacdo em pacientes que apresentaram maior frequéncia de microndcleos.

Aberracdes cromossdmicas podem também ser utilizadas para determinagéo
deste parametro celular, j& que sua quantificacdo tem relacdo com o nivel de
sobrevivéncia celular (JAGETIA, 2000).

A metodologia mais utilizada atualmente para avaliar a morte celular
reprodutiva apds exposicdo a radiacdo ionizante sdo 0s ensaios clonogénicos
(OZSAHIN et al., 1997; LEONG et al., 2004; FRANKEN et al., 2006). Esse método

baseia-se na habilidade de uma Unica célula formar colénias, que sdo definidas como

22



um conjunto de pelo menos cinquenta células, que geralmente sdo determinadas
microscopicamente (NIYAZI et al., 2007). Essas colonias sdo contadas antes e apds
exposicdo as radiacOes ionizantes para que possa ser calculado o percentual de celulas
que mantém a sua capacidade reprodutiva, considerando que cada col6nia observada é
originada de uma unica célula (FRANKEN et al., 2006).

Outra metodologia importante consiste na avaliacdo da VC propriamente dita.
Nesse contexto, uma técnica que pode ser utilizada é a coloracdo com Azul de Tripan.
Nesta técnica, o corante, que tem efeito nocivo a célula, penetra em todas as células de
uma amostra, porém aquelas cujas membranas estdo integras, conseguem excluir o
corante devido a permeabilidade seletiva da membrana, sendo vistas transparentes ao
microscopio oOptico, enquanto as que possuem membrana danificada se apresentam
coradas em azul (NANAVATY et al., 2006).

Avaliando o emprego destes ensaios na rotina laboratorial, para analise da
sobrevivéncia celular, os ensaios clondgenicos demandam muito tempo (de 1 a 3
semanas), tornando invidvel a sua aplicabilidade pratica como rotina laboratorial em
radioterapia, uma vez que ha casos em que se tem rapida progressao nos estagios de
doengas (como em alguns tipos de céancer), o que exige rapidez no planejamento do
tratamento (OZSAHIN et al., 1997). Em contrapartida a utilizagdo do corante Azul de
Tripan permite maior rapidez na analise de niveis de sobrevivéncia celular apds
exposicao a radiagéo ionizante.

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a técnica da analise da VC, com
o corante Azul de Tripan, como indicador da radiossensibilidade individual, através da
correlacdo dos niveis de sobrevivéncia celular individual de linfocitos do sangue
periférico, apos irradiacdo in vitro, com os efeitos colaterais adversos resultantes da

radioterapia apresentados pelos pacientes com cancer de laringe.
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3 - MATERIAL E METODOS

O estudo realizado foi do tipo experimental ndo-randomizado, o qual foi
aprovado pelo comité de ética do Instituto de Medicina Integral Professor Fernando
Figueira — IMIP , parecer n® 1939 — 11 (Anexo I).

3.1 Casuistica

e Critérios de inclusdo:

e Individuos que iriam iniciar tratamento radioterapico de tumor de laringe
em estagio inicial;

e Individuos que tenham conhecimento de ndo terem sido submetidos
previamente a nenhum tipo de agente quimico ou fisico que interfira na

avaliacdo da sobrevivéncia celular.
e Critérios de exclusdo:

e Recusa do individuo quanto a participacdo nesta pesquisa;
e Circunstancias materiais ou logisticas que tornassem impossivel o
prosseguimento normal da investigacdo. Esses casos serdo, contudo,

relatados;

A partir de um questionario, cada doador forneceu informagdes sobre seu estado
de salde, de acordo com seus préprios conhecimentos (Apéndice 1), e assinou um
termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice I1) antes da coleta.

No presente trabalho foram avaliados 16 pacientes com as caracteristicas
preditas. Os critérios de avaliacdo seguem os parametros do RTOG, descritos
anteriormente, porém para melhor compreensdo construimos uma escala que varia de
efeito colateral ndo apresentado (NA), até efeito colateral severo (+++), passando por

niveis leve (+) e moderado (++).
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3.2 Orientac0es aos pacientes

O protocolo do servico de radioterapia do Instituto de Medicina Integral
Professor Fernando Figueira — IMIP, para minimizacdo dos efeitos colaterais de

tratamento compreende as seguintes recomendac0es:

Para prevencéo dos efeitos colaterais de pele

Preventivamente, os pacientes devem aplicar uma logéo oleosa a base de acidos
graxos essenciais com vitaminas A e E (Dersani), cuja funcédo é revitalizar e manter o
equilibrio hidrico da pele. Esta locéo é fornecida pelo préprio servico de radioterapia do
IMIP.

Deve-se realizar as aplicaces de radioterapia com a pele completamente limpa,
inclusive sem a logdo, que deve ser aplicada ap6s ou com grande antecedéncia ao

tratamento.

3.3 Dosimetria clinica

Para garantir que a dose entregue ao paciente em tratamento tenha a maior
exatiddo possivel, uma série de procedimentos denominados dosimetria clinica foram
adotados.

O protocolo de dosimetria clinica, atualmente seguido como referéncia para
medidas absolutas de dose absorvida em feixes terapéuticos, recomendado pela Agéncia
Internacional de Energia Atdmica (IAEA), é a publicacdo numero 398 da série de
publicagdes técnicas (Technical Report Series — TRS 398).

Este protocolo preconiza que sejam realizadas medidas na &gua em fantoma com
dimensGes especificas, que devem ser maiores que o campo de radiacdo a ser medido
em pelo menos 5 centimetros, em todos os lados, para evitar a interacdo entre as paredes
do fantoma e o campo de radiacao.

Recomenda-se 0 uso de posicionadores capazes de alinhar os medidores
(cAmaras de ionizacdo) em determinadas profundidades, e no centro do campo de

radiacéo.
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A profundidade de medida deve variar com a energia do feixe de radiagdo. Para
esta pesquisa (energia de 6 MeV) a profundidade recomendada € de 10 cm,
considerando que a densidade da 4gua é de 1 glcm®.

A cémara de ionizacdo ideal para o tipo de feixe utilizado no trabalho é do tipo
Farmer cilindrica, com volume de medic&o de 0,6 cm®. Neste trabalho foi utilizada uma
camara com essas especificagdes a prova d’agua (fabricante PTW modelo TN 30013,
série 3061), pertencente ao Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira
com certificado de calibracdo IPEN/CNEN nGmero 0835/2009. Para formar 0
conjunto dosimétrico, o eletrébmetro utilizado foi da fabricante PTW, modelo UNIDOS
E, série T10010-00432, calibrado em conjunto com a camara de ionizagao.

A distancia entre a superficie da dgua do fantoma e o ponto de origem do feixe
de radiacdo (alvo) recomendada é de 100 centimetros. As dimensfes do campo de
radiacdo preditas no protocolo para medicdo absoluta de dose absorvida foram de

10 x 10 cm?. O posicionamento do conjunto é mostrado na Figura 8, a seguir.

Figura 8 - Posicionamento para dosimetria clinica absoluta.
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Fonte: Proprio autor
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As medidas absolutas de dose absorvida conseguidas com este procedimento
foram importantes para reproduzir com precisdo os niveis de dose administrada aos

pacientes em tratamento que foram avaliados no estudo.

3.4 Amostragem de sangue periférico

Foram coletados 9 ml de sangue periférico venoso (SPV) de cada um dos 16
pacientes do estudo, todos portadores de tumores de laringe em fase inicial da doenca
(estadios T1 e T2), com idades entre 49 e 81 anos. Destes, 13 foram do sexo masculino
e 3 do sexo feminino. Antes da coleta foi realizada prévia assepsia do local com alcool a

70%. O SPV foi coletado em tubos a vacuo contendo o anticoagulante heparina sodica.

3.5 Irradiacdo das amostras

As amostras sanguineas foram divididas em 3 aliquotas de 3 ml cada, em que
duas aliquotas foram irradiadas no Servigo de Radioterapia do Instituto de Medicina
Integral Professor Fernando Figueira — IMIP, mantendo-se a aliquota restante como
controle negativo (ndo irradiada). Em seguida foram identificadas e acondicionadas em
recipiente térmico, para manutengdo da temperatura durante o transporte ao Laboratério
de Modelagem e Biodosimetria Aplicada (Lambda), situado no Departamento de
Energia Nuclear — UFPE, para analise.

As doses para irradiacdo das amostras foram de 2 e 2,5 Gy. A escolha destes
valores é baseada nas doses utilizadas por aplicacdo de tratamento radioterdpico. Para
cada amostra analisada, foi realizado um controle negativo.

A irradiacdo das amostras foi realizada utilizando-se Raios X com energia de 6
MeV e taxa de dose de 200 cGy (centi-Gray ou 10 Gy) por minuto, a partir de um
Acelerador Linear marca Siemens, modelo Primus.

Uma seringa de cada vez, contendo 3 ml de sangue, foi colocada dentro de um
bloco de &gua sélida (p = 1,0 g/cm®) e posicionada no centro do campo, com o raio
central do campo passando pelo centro da seringa, a uma distancia de 100 cm entre a
origem do campo de radiacao e a superficie do bloco de agua sélida. A Figura 9 ilustra o
esquema de irradiacdo das amostras.

27



Figura 9 - Esquema para irradiacdo das amostras de sangue periférico.

Fonte: Proprio autor

Apos a irradiacdo, as amostras foram levadas para serem processadas no
Lambda para obtencdo da camada de células mononucleares ou PBMC (Peripheral

Blood Mononuclear Cell).

3.6 Obtencédo das células mononucleares

Para obtencg&o das células mononucleares, primeiramente as amostras sanguineas
foram diluidas em solucdo salina tamponada com fosfato - phosphate buffered saline
(PBS) compH de 7,2 a 7,4.
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Apos a diluicdo, todas as amostras foram colocadas sobre uma solucdo que
promove o gradiente de concentracdo (Ficoll-Paque Plus), na proporcao 1 (Ficoll) : 2
(sangue), para a separacao dos constituintes sanguineos e coleta dos linfécitos.

As amostras foram centrifugadas a 400 x g durante 35 minutos. Apos a
centrifugacdo formou-se uma camada de células mononucleares (PBMC), onde estavam
inseridos os linfocitos. A Figura 10 mostra o esquema da obtencdo da PBMC, utilizando
um gradiente de concentracdo a partir do uso de Ficoll-Paque Plus. Apos centrifugacéo

ocorreu a separagao do sangue em varias camadas.

Figura 10 - Esquema para obtencdo das células mononucleares do sangue antes e apds

centrifugacdo.
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Fonte: Souza (2010)

As PBMCs foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato na
proporgdo 1(células): 2(PBS), e os tubos centrifugados a 250 x g durante 10 minutos.
Ap0s este procedimento, descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o botdo celular
em 1 ml de meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10 % de soro fetal bovino
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil).

3.7 Cultivo celular

Primeiramente, foi feito um ajuste na concentracdo de células para o cultivo
celular. Para tal, diluiu-se 10 pl do bot&o celular ressuspenso em meio RPMI 1640 em

90 ul do corante azul de Tripan. Preparou-se entdo a camara de Neubauer com 10 ul da

29



solucdo formada, e contou-se as células vivas (ndo coradas). Conhecendo-se o volume
da solucdo na camara e o nuamero de células vivas, pode-se diluir a amostra para
obtenc&o de 2 x 10° células por ml.

Logo apds, as células foram colocadas em cultivo a 37 °C e concentracéo de 5%
de gas carbbnico (CO;) em placas de cultura de 96 pocos durante 72 horas, para
posterior avaliacdo da sobrevivéncia celular.

Em cada poco de cultura foi colocado um volume de 100 pl da suspenséo celular
ajustada obtida para cada dose analisada, ficando cada um com o total de 2 x 10° células

por poco. Para cada dose, foram feitos pocos em triplicata.

3.8 Avaliagao da viabilidade celular

A avaliacdo da VC foi realizada ap6s o cultivo celular de 72 horas. Para isso,
foram retirados 10 pl da suspenséo celular e adicionado em 90 pl do corante Azul de
Tripan em tubos do tipo Eppendorf (1:10).

Foram retirados 10 pul da solugdo obtida, a qual foi depositada numa camara de
Neubauer para analise por microscopia Optica convencional.

Este tipo de cdmara possui 0 desenho de uma grade, a qual é visualizada apenas
ao microscopio optico. Esquematicamente, esta grade € composta por quatro quadrantes
localizados um em cada extremidade.

A Figura 11 ilustra esquematicamente a cadmara de Neubauer, onde é possivel

observar os quatro quadrantes (em vermelho), cada um contendo 16 reticulos menores.

Figura 11 - Representacdo da cadmara de Neubauer.
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Fonte: Souza (2010)
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Para o estudo da VC foram contadas apenas as células presentes nos quatro
quadrantes em vermelho. Foram consideradas viaveis, as células ndo coradas, ou seja, as
células que excluiram o corante.

Para se calcular a VVC foi utilizada a seguinte formula:

VC =100 x Células viaveis / Total de células (Equacéo 2)

Nesta formula, as células viaveis representam o numero de células que
excluiram o corante, isto é, as que sobreviveram, e o total de células representam tanto
as sobreviventes, quanto as mortas. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A Figura 12 mostra uma fotografia, em microscopio optico convencional, de trés

células, uma corada em azul e outras que expeliram o corante.

Figura 12 - Comparacéo de células coradas e ndo coradas com Azul de Tripan.

CELULA CORADA CELULAS NAO CORADAS

Fonte: Proprio autor

3.9 Andlise estatistica

O estudo das correlacBes entre os dados de VC e de intensidade dos efeitos
colaterais foi realizado segundo testes estatisticos baseados no coeficiente de correlacao,
que indica a forca e a direcdo do relacionamento linear entre duas varidveis aleatorias.
Para o estudo foi utilizado o coeficiente de correlagcdo de Pearson, que € obtido a partir
da divisdo da covariancia de duas variaveis pelo produto de seus desvios-padrdo
(MORETTIN et al., 2010), como mostra a equagao 3, a seguir.
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(Equacéo 3)

Sendo: r — coeficiente de Pearson
COV - covariancia
X e'Y —sequéncias de dados

oy, € o,-desvio padrdo de XeY

O valor deresta sempre entre -1 el, comr = 0correspondendo a néo
associacdo. Os valores de r positivos correspondem a uma correlagdo positiva entre as
sequéncias de dados, e os valores negativos correspondem a uma correlagdo negativa.
Quanto maior o valor de r (positivo ou negativo), mais forte a associacdo. No extremo,
ser=1our=-1, todos os pontos no grafico de dispersdo caem exatamente numa linha
reta (MORETTIN et al., 2010).

A Tabela 3 descreve como interpretar os valores do coeficiente de correlacdo de

Pearson.

Tabela 3- Interpretacdo dos coeficientes de Pearson

Valor de r Interpretacdo
0,00a0,19 |Correlacdo bem fraca
0,20a0,39 |Correlagdo fraca
0,40a0,69 |Correlacdo moderada
0,70a0,89 |Correlacdo forte
0,90a1,00 |Correlagdo muito forte

Fonte: MORETTIN et al., 2010
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3.10 Tratamento dos pacientes

O tratamento dos pacientes foi realizado segundo protocolo do IMIP, sendo
aplicadas 28 fracGes de 2,25 Gy, totalizando 63 Gy para o tratamento dos pacientes
portadores de tumores com estadio T1.

Para pacientes portadores de lesbes com estadio T2, foram aplicadas 29 fracGes

de 2,25 Gy, totalizando assim 65,25 Gy, conforme o protocolo da institui¢ao.

3.11 Acompanhamento dos pacientes

Todos os pacientes do estudo tiveram uma Ficha de Tratamento (Anexo I1), onde
constam os dados e parametros de tratamento, com resumos de suas revisdes periodicas
realizadas a cada 15 dias de tratamento, inclusive apds o término do mesmo.

O acompanhamento dos pacientes também foi realizado através de ficha de
Acompanhamento (Apéndice 1), onde constam as reac0Oes adversas que ocorreram
durante o tratamento. Estes parametros foram utilizados para avaliar a
radiossensibilidade individual dos pacientes. Para tanto, foi construida uma escala dos
efeitos colaterais apresentados, esta escala foi baseada nas tabelas de efeitos colaterais
do RTOG (2011).

Imagens pré e pos-tratamento foram registradas, visando avaliar o grau dos
efeitos colaterais de pele apresentados em reacdo ao tratamento. As imagens pré-
tratamento foram registradas antes da primeira aplicacdo de radioterapia e as pos-
tratamento foram adquiridas logo apés a ultima sesséo.

Todas as imagens foram avaliadas por uma equipe médica, composta por quatro
radioterapeutas dos quais, somente um teve contato com os pacientes do estudo. E
importante salientar que esta analise foi realizada por cada médico separadamente e que
os avaliadores n&o tiveram contato com os outros dados do estudo, como os dados de
VC dos pacientes, caracterizando-o como duplo cego. Buscou-se assim, uma avaliacao
isenta e objetiva de cada profissional sobre os graus dos efeitos colaterais de cada

paciente.
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3.12 Critérios de avaliacdo dos efeitos colaterais

A avaliacdo dos efeitos colaterais de pele foi realizada pela equipe médica e
seguiu critérios do RTOG (2011), ja apresentados anteriormente.

Os efeitos colaterais referentes a rouquiddo, disfagia e odinofagia foram
avaliados segundo informac@es fornecidas pelos proprios pacientes, seguindo a mesma
escala construida para o estudo (que varia de “ndo apresentado” a “severo”).

Para o efeito colateral rouquiddo, quando o paciente ndo apresentava diferenca
vocal antes e depois do tratamento, obviamente o efeito era ndo apresentado, se havia
ligeira mudanca na voz, porém sem dificuldades na fala, o efeito foi considerado leve,
se 0 paciente além de apresentar mudanca vocal também sentia dificuldades no ato, o
efeito foi considerado moderado e, por fim, quando o paciente sentia grandes
dificuldades para falar que inclusive o impediam de exercer a fala fluentemente, o efeito
foi considerado severo.

Os efeitos colaterais disfagia e odinofagia sdo proximos e podem ser
designados como dificuldade para engolir de uma forma geral, tanto que os pacientes
relataram os mesmos graus de efeitos colaterais de ambos os efeitos. Sendo assim, foi
considerado efeito colateral “ndo apresentado” quando o paciente referiu que nao sentia
diferenca na maneira de deglutir em comparagédo a sua condi¢do antes do tratamento;
efeito colateral leve quando o paciente conseguia comer alimentos solidos, porém sentia
maiores dificuldades se comparado a antes do tratamento; efeito colateral moderado se o
paciente ndo conseguia deglutir todos os tipos de alimentos que comia antes do
tratamento, mas ainda se alimentava de alimentos sélidos; e efeito colateral severo se o
paciente ndo conseguia comer alimentos sélidos.

Estes critérios foram desenvolvidos visando objetivar as analises dos efeitos
colaterais uma vez que os graus das reacdes adversas foram baseados em relatos dos
proprios pacientes. Rancati e colaboradores (2010) utilizaram uma escala, para 0s
efeitos colaterais ao tratamento, semelhante a do presente trabalho. Todavia esses
autores relataram certa dificuldade devido ao grau de incerteza quanto a interpretacdo

do relato dos pacientes.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise da viabilidade celular

Na Tabela 4 estdo apresentados os percentuais de VC das amostras sanguineas

de cada individuo estudado, irradiadas com as doses de 2 e 2,5 Gy, estes indices sdo

relativos aos valores da amostra controle (ndo irradiada). Os indices de VC para a

amostra controle dos pacientes variaram entre 93,8% e 99,8% e o seu valor médio foi de

97,57+1,42 %.

Tabela 4 — Percentual de VC dos 16 pacientes do estudo

Pacientes 2 Gy (%) 2,5 Gy (%)
1 50,12 £ 0,27 49,28 £ 0,79
2 63,48+9,93 | 53,55+1,90
3 55,50 £ 2,70 54,30 £ 2,77
4 59,12 + 4,82 56,98 + 1,35
5 57,24 + 0,60 58,49 + 0,97
6 60,87 + 1,47 60,14 + 1,70
7 69,23+0,80 | 62,76 +2,79
8 7559+2,80 | 64,06+7,16
9 74,53 £0,59 69,17 £ 0,77
10 69,84 +0,43 | 70,28 +1,96
11 75,06 +1,44 72,33+ 2,34
12 75,95+ 2,57 72,90 + 1,57
13 74,92 +0,48 | 74,09 £ 10,10
14 71,64 £ 2,80 74,89 + 0,29
15 76,03 + 4,61 76,47 £ 2,55
16 81,77+0,98 | 82,88 +3,28

Observa-se que, para a maioria dos casos, ndo existe alteracao nos indices de VC

para as doses estudadas, levando-se em conta os desvios-padrdo associados, 0 que

sugere que poderia ser utilizada para o estudo qualquer dose entre 2 e 2,5 Gy.
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4.2 Analise dos efeitos colaterais de pele - Eritema

4.2.1 Registro de Imagens

As imagens a seguir, mostram exemplos de efeitos colaterais (eritema) leves,
moderados e severos segundo avaliagdo da junta médica.

A Figura 13 apresenta imagens pré e pos-tratamento do paciente 7 do estudo,
cuja analise da VC esta expressa na Tabela 3. As imagens pré-tratamento foram
registradas no primeiro dia de tratamento e as imagens pds-tratamento foram registradas

no dia da Ultima sesséo de radioterapia apos a aplicagéo.

Figura 13 - Imagens pré e pds-tratamento do paciente 7.

a) Pré-tratamento

b) Pos-tratamento

As imagens do paciente pds-tratamento mostram que o paciente apresentou um
leve avermelhamento da pele, denominado hiperemia, o que caracteriza grau 1, segundo
a tabela de efeitos colaterais do RTOG (2011). Para a escala utilizada neste estudo é um

efeito de grau leve (+).
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Apresenta-se a seguir imagens do paciente 12 (Figura 14), que exibiu moderada
descamacédo Umida, cujo grau de efeito colateral de pele segundo o RTOG (2011) € de

grau 2 e para o presente estudo, grau moderado (++).

Figura 14 - Imagens pré e pos-tratamento do paciente 12.

a) Pré-tratamento

b) Pés-tratamento

A Figura 15 apresenta imagens do paciente 15, cujo efeito colateral de pele foi
de confluente descamacdo umida com edema severo, 0 que segundo os critérios do
RTOG reflete lesdo de grau 3, e classificado como severo (+++) pela equipe médica

para o presente estudo.
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Figura 15 - Imagens pré e pos-tratamento do paciente 15.

a) Pré-tratamento

b) Pds-tratamento

Segundo Sawada (2006), os efeitos colaterais em pacientes que passam por
tratamento de radioterapia estdo diretamente ligados a sua qualidade de vida, sendo o
ressecamento da pele, o sintoma de maior prevaléncia para 65% dos pacientes que sao
submetidos a radioterapia de cabeca e pescoco.

A Tabela 5 mostra o resultado da avaliacdo dos efeitos colaterais de pele
apresentados por todos os pacientes da pesquisa. Na tabela apresenta-se o resultado
designado por cada componente da junta médica e o resultado mais representativo (o

que mais se repetiu na avaliagdo) que foi utilizado como parametro do estudo.
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Tabela 5 — Resumo das avaliacdes do grau de efeitos colaterais de pele apresentados pelos pacientes,

feitas por quatro radioterapeutas

Pacientes Médicos Resultado mais
A B C D representativo
1 + + + +
2 ++ ++ ++ ++ ++
3 + ++ ++ ++ ++
4 +++ +++ +++ +++ +++
5 +++ +++ +++ +++ +++
6 ++ +++ +++ +++ +++
7 + + + +
8 ++ ++ +++ ++ ++
9 + + + + +
10 + + + ++ +
11 ++ +++ +++ +++ +++
12 ++ +4++ ++ ++ ++
13 ++ ++ ++ ++ ++
14 +++ +++ +++ ++ +++
15 +++ +++ +++ +++ +++
16 + + + + +
Legenda: NA néo apresentado; (+) Leve; (++) Moderado; (+++) Severo
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Para comparacdo dos resultados das avaliagcbes dos graus de eritema com 0s

valores das viabilidades celulares (VC) das amostras irradiadas in vitro com dose de 2,5

Gy, foi elaborada a Tabela 6.

Nesta tabela, os dados foram ordenados em ordem crescente de percentuais de

VC. Os dados referentes a dose de 2,5 Gy foram escolhidos por apresentarem melhor

correlacdo com os efeitos colaterais dos pacientes.

Tabela 6 - Dados de VVC e efeitos colaterais de pele

VC 2,5 Gy
Pacientes Pele (%) Idade (anos)
1 + 49,28 + 0,79 51
2 ++ 53,55+ 1,90 81
3 ++ 54,30 £ 2,77 57
4 +++ 56,98 + 1,35 53
5 +++ 58,49 + 0,97 58
6 + 60,14 £ 1,70 58
7 + 62,76 + 2,79 65
8 ++ 64,06 + 7,16 63
9 + 69,17 £ 0,77 56
10 +++ 70,28 + 1,96 72
11 +++ 72,33+ 2,34 67
12 ++ 7290+ 1,57 69
13 ++ 74,09 + 10,10 76
14 +++ 74,89 + 0,29 50
15 +++ 76,47 = 2,55 49
16 82,88 + 3,28 61

Legenda: NA ndo apresentado; (+) Leve; (++) Moderado; (+++) Severo

Graficamente pode-se apresentar os resultados conforme a Figura 16 a seguir.
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Figura 16 - Dados de VC e efeitos colaterais de pele (representacédo grafica)
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No grafico da Figura 16, o grau dos efeitos colaterais esta representado pela
altura da barra, sendo o efeito colateral leve representado pela barra menor barra e o
efeito severo, pela maior barra.

Efeitos colaterais em radioterapia sdo originados devido a acao clastogénica das
radiacOes e se apresentam exatamente nos volumes dos érgédos sadios irradiados, neste
caso a pele. Nota-se que as reacOes adversas estdo presentes na area do tratamento
indicando que as caracteristicas do tecido irradiado sdo preponderantes para O
aparecimento de tais efeitos (HOPEWELL et al., 2000). Outros fatores como a energia
da radiacdo utilizada na terapia e a taxa de dose podem levar a diferentes intensidades
de efeitos colaterais (BUSHONG, 2008). Neste estudo os parametros mantiveram-se
constantes para todos os pacientes sendo a energia de 6 MeV, a taxa de dose de 2 Gy
por minuto.

Observando-se os dados da tabela nota-se que o fator “idade” dos pacientes ndo
foi relevante para o trabalho, uma vez que nédo se relaciona com os indices de VC, nem
tampouco com os graus dos efeitos colaterais apresentados para o tipo de lesdo
estudado, resultado que ndo concorda com dados da literatura que predizem que a idade
da estrutura bioldgica irradiada interfere na resposta a radiacdo devido & maturagéo e
diferenciacéo das células presentes (BUSHONG, 2008).

Analisando-se estatisticamente o0s resultados apresentados, encontrou-se o

coeficiente de correlagdo de Pearson no valor de 0,16 , o que representa uma correlagéo
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bem fraca entre os graus dos efeitos colaterais e o percentual de viabilidade celular, na
pratica pode-se dizer que ndo existe correlacdo entre os dados (MORETTIN et al.,
2010). Uma das provaveis raz0es para tal pode estar associada a falta de controle do uso
adequado de cremes hidratantes durante o tratamento.

Esta hipotese baseia-se em um fato importante observado durante o
acompanhamento do paciente 16. A Figura 17 apresenta o aspecto visual de sua pele no

ultimo dia de tratamento.

Figura 17 - Imagens pés-tratamento do paciente 16.

A avaliagdo médica deste paciente, segundo os critérios do RTOG, levaria a
classifica-lo como efeito colateral leve. Entretanto, uma semana ap0s, este mesmo

paciente apresentou os efeitos colaterais de pele mostrados na Figura 18.

Figura 18 - Imagens do paciente 16 uma semana ap6s o tratamento sem hidratantes.
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Esta mudanca brusca de aparéncia na pele chamou a atengdo da equipe médica
para a reavaliacdo deste efeito colateral que, neste momento apresentava-se como
severo. Durante os questionamentos feitos ao paciente, verificou-se que no intervalo de
tempo de uma semana, este ndo havia usado a lo¢do prescrita.

Acredita-se que o efeito radioprotetor do hidratante prescrito (Dersani), que tem
em sua composicao a vitamina A, importante na cicatrizacdo e vitamina E, antioxidante
que combate a formacdo de radicais livres, portanto diminuindo os danos indiretos
causados pela radiagéo, e a maneira como foi utilizado o hidratante possa ter interferido
no resultado final dos efeitos colaterais de pele. Embora esse produto tivesse sido
efetivamente prescrito, constatou-se que sua utilizacdo ndo foi devidamente
acompanhada pelos profissionais de salde, o que repercutiu diretamente na eficacia
desse tratamento coadjuvante e, por sua vez, inviabilizando uma avalia¢do adequada dos
efeitos da radiagéo sobre a pele.

Segundo Harris e colaboradores (2012), o emprego de substancias hidrantes em
radioterapia ndo obedece a um protocolo especifico no que se refere ao tipo de produto,
quantidade e frequéncia de utilizacdo durante as se¢des do tratamento, nem tampouco
em relacdo a métodos de monitoragcdo do uso adequado desses produtos. Estes aspectos
certamente influenciam nos efeitos colaterais, mesmo quando aplicados 0s mesmos
protocolos de tratamento radioterapico. Fato este que pode ter mascarado os resultados
do projeto.

Outra possivel explicagdo para a ndo correlacdo entre os indices de VC e 0s
efeitos colaterais de pele pode ser a diferenca celular dos tecidos avaliados. Segundo
Berardinelli (2011) as relagBGes de radiossensibilidade entre as células utilizadas no
estudo e as demais células do corpo devem ser estudadas separadamente, como por
exemplo, as diferengas entre os linfécitos, que foi o0 modelo celular em que o estudo foi

baseado, e os fibroblastos que é o principal tipo de célula formador do tecido epitelial.

4.3 Andlise da rouquidéo

O efeito colateral rouquidao foi avaliado segundo critérios fornecidos pelos
préprios pacientes, seguindo a mesma escala construida para o estudo (que varia de

“nédo apresentado” a “severo”).
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Os dados referentes aos efeitos colaterais de rouquid@o estdo apresentados na

Tabela 7.

Tabela 7 - Dados de VC e niveis de percep¢do da rouquiddo

Pacientes Rouquiddo | VC 2,5Gy (%)
1 + 49,28 £ 0,79
2 + 53,55+ 1,90
3 + 54,30 £ 2,77
4 + 56,98 + 1,35
5 ++ 58,49 + 0,97
6 + 60,14 + 1,70
7 ++ 62,76 £ 2,79
8 + 64,06 + 7,16
9 + 69,17 £ 0,77
10 ++ 70,28 + 1,96
11 +++ 72,33 +2,34
12 ++ 72,90 £ 1,57
13 ++ 74,09 +£ 10,10
14 ++ 74,89 + 0,29
15 ++ 76,47 + 2,55
16 +++ 82,88 + 3,28

Legenda: NA néo apresentado; (+) Leve; (++) Moderado; (+++) Severo

Os resultados da Tabela 7 foram agrupados e apresentados graficamente na

Figura 19, a seguir.
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Figura 19 - Dados de VC e efeitos colaterais de rouquidao (representacao gréfica)
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No gréfico da Figura 19 os dados de VC estdo representados pela mediana dos
valores encontrados, e os niveis dos efeitos colaterais estdo dispostos como na escala do
estudo, sendo “+” para o efeito leve, “++” para o moderado e “+++” representando o
efeito severo.

Observa-se, no grafico, que existem trés valores de medianas distintos, inclusive
maiores conforme os efeitos colaterais se tornam mais severos, indicando correlacao
positiva entre esses parametros.

Para os efeitos colaterais de rouquidéo, estatisticamente, os dados apresentam
uma forte correlagcdo, com coeficiente de correlagéo igual a 0,74 , 0 que sugere uma
tendéncia de maior severidade com o crescimento do indice de VC. Resultado este que
concorda com os trabalhos de Barber e colaboradores (2000), Opptiz e colaboradores
(2001) e Borgmann e colaboradores (2002) nos quais a relacdo de radiossensibilidade
com a morte dos linfocitos irradiados in vitro foi estudada.

E importante ressaltar que todos os pacientes fumantes relataram ter deixado o
habito de fumar antes de iniciar o tratamento, pois segundo Hocevar-Boltezar e
colaboradores (2009), os resultados mais severos em relacdo aos efeitos colaterais de
rouquiddo em pacientes ap6s a radioterapia sdo encontrados naqueles que ndo

abandonaram o vicio do cigarro.
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4.4 Andlise dos efeitos colaterais disfagia (dificuldade ao deglutir) e

odinofagia (dor ao deglutir)

Os efeitos colaterais disfagia e odinofagia foram avaliados segundo critérios

fornecidos pelos proprios pacientes, seguindo a escala que varia de “ndo apresentado” a

“severo”, conforme se observa na Tabela 8.

A seguir estdo dispostos os dados referentes aos efeitos colaterais de disfagia e

odinofagia, comparados com o indice de VC para a mesma dose de 2,5 Gy.

Tabela 8 - Dados de VC e efeitos colaterais disfagia e odinofagia

Pacientes Disfagia Odinofagia | VC 2,5Gy (%)
1 NA NA 49,28 + 0,79
2 + NA 53,55+ 1,90
3 + + 54,30 £ 2,77
4 + + 56,98 + 1,35
5 ++ ++ 58,49 + 0,97
6 + + 60,14 £ 1,70
7 ++ ++ 62,76 + 2,79
8 + + 64,06 + 7,16
9 + + 69,17 £ 0,77
10 ++ ++ 70,28 £ 1,96
11 +++ +++ 72,33 +2,34
12 ++ ++ 72,90 £ 1,57
13 ++ ++ 74,09 £ 10,10
14 ++ ++ 74,89 + 0,29
15 ++ ++ 76,47 £ 2,55
16 +4++ +4+ 82,88 + 3,28

Legenda: NA - ndo apresentado; (+) - Leve; (++) - Moderado; (+++) - Severo

Graficamente, os dados estdo apresentados na figura 20, a seguir.
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Figura 20 - Dados de VC e efeitos colaterais de disfagia e odinofagia
(representacéo gréafica)
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No gréfico da Figura 20 os dados de VC estdo representados pela mediana dos
valores encontrados, e 0s niveis dos efeitos colaterais estdo dispostos conforme a escala
do estudo, sendo “+” efeito leve, “++” moderado e “+++ efeito severo.

Observa-se, no gréafico, a mesma tendéncia dos dados relativos a rouquiddo, em
que os valores das medianas crescem com o0 aumento da severidade dos efeitos
colaterais, indicando correlacédo positiva entre os parametros.

Foi observado que os pacientes tiveram dificuldade em definir e distinguir
disfagia (dificuldade de engolir) e odinofagia (dor ao engolir), 0 que pode ser notado na
Tabela 8, onde as respostas foram muito semelhantes para ambos os parametros.

Esta dificuldade também foi sentida por Jensen e colaboradores (2007) e Caglar
e colaboradores (2008) que ndo distinguiram estes parametros em seus estudos,
caracterizando-os como dificuldade ao engolir de modo geral.

Para tais efeitos colaterais (disfagia e odinofagia), a analise estatistica dos dados
resultou em um coeficiente de correlacdo de 0,81 , que significa uma forte correlacao
entre os dados, 0 que, assim como na analise dos efeitos colaterais de rouquidao, sugere
uma tendéncia de maior severidade com o aumento dos indices de VC dos pacientes.
Notou-se que até o paciente 9, cujo indice de VC é de aproximadamente 70%, os efeitos

variam entre “ndo apresentado” e “moderado”. ApOs este paciente, hd uma nitida
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predominancia de efeitos que vdo de moderado a severos. Resultado também condizente
com os trabalhos de Barber e colaboradores (2000), Borgmann e colaboradores (2002) e

Opptiz e colaboradores (2001).

4.5 Analise geral

Os resultados do estudo sobre rouquiddo, disfagia e odinofagia, que sugerem
correlacdo positiva com os indices de VC, eram esperados do ponto de vista clinico em
radioterapia, pois estes efeitos colaterais estdo intimamente ligados a edemas, inchagos
e inflamagGes na regido do pesco¢o que ocorrem devido & sinalizacdo do dano pelas
células agredidas pela radiacdo (ABBAS, 2005). Porém, para as doses, administradas no
tratamento radioterapico (aproximadamente 2 Gy por fracdo), as mortes celulares sao,
predominantemente, provocadas por via de apoptose e morte reprodutiva (HALL,2006).
Estes eventos, ao contrario da morte por necrose, nao sinalizam dano para o corpo e
causam assim menos inflamacdes, edemas e inchacos no local do tratamento
(GRIVICICH, 2007; KROEMER, 2008), levando a efeitos colaterais de rouquidao,
disfagia e odinofagia mais brandos.

Portanto, uma hip6tese sugerida pelos resultados do trabalho é de que quanto
maior o indice de VC, menos células morrem, mas apresentam os efeitos da exposicdo a
radiacdo, sinalizando o dano para o sistema de defesa do organismo e assim o tecido
apresenta mais inflamacGes e edemas, consequentemente os efeitos mais severos da
irradiacao.

Outra hipotese baseada nos resultados obtidos no estudo é de que o processo de
renovacdo celular é responsavel pelos efeitos colaterais mais leves (SAVAJOLI, 1998),
assim quanto menor o indice de VC, maiores sdo as taxas de morte e, por conseguinte,
de renovacdo celular. Isto leva o tecido a apresentar efeitos colaterais mais leves, uma
vez que as novas células ndo sofreram danos radioinduzidos.

A maior dificuldade na realizacdo do trabalho residiu no acompanhamento dos
pacientes, pois muitos deles, ao apresentar efeitos colaterais, principalmente quando
mais severos, deixavam de acreditar no tratamento e mostravam inclusive a intencéo de
interromper o mesmo. Esta dificuldade foi reportada no trabalho de Hussain (2006), que
conclui que a falta de informac&o dos pacientes, assim como suas condi¢cdes econdmicas

desfavoraveis sdo as principais causas do nao seguimento dos pacientes.
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Outro problema encontrado durante o estudo foi a interpretagcdo subjetiva dos
efeitos adversos ao tratamento, porém a construcao da escala de avaliacdo e a definicédo
de critérios baseados nas recomendac¢des do RTOG possibilitaram o andamento do
projeto.

De maneira inicial, a técnica proposta mostrou-se interessante como ferramenta
para previsdo dos efeitos colaterais dos pacientes em tratamento de cancer de laringe,
embora estudos sejam necessarios para confirmar a efetividade da metodologia.

A conscientizacdo dos médicos, familiares e pacientes quanto aos efeitos
colaterais aos quais serdo submetidos, reflete diretamente na qualidade de vida dos
mesmos, e possibilita a prevencdo ou minimizacdo dos efeitos adversos, dai a

importancia do estudo.
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5- CONCLUSOES

e Os percentuais de Viabilidade Celular (VC) de linfécitos do sangue
periférico irradiados in vitro antes da radioterapia, ndo apresentaram

correlacdo com os graus de vermelhidao de pele pds-tratamento.

e Os resultados sugerem correlagdo positiva entre os valores centrais dos
indices de VC e o grau de rouquiddo, disfagia e odinofagia pos-

tratamento, percebido por cada paciente.

e A metodologia empregada no trabalho se mostrou promissora no sentido
de prever a severidade dos efeitos colaterais de rouquiddo, disfagia e
odinofagia para os pacientes em tratamento de cancer de laringe em
estagio inicial, particularmente no progndéstico de efeitos colaterais leves

€ Severos.
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6 - PERPECTIVAS

Como perspectiva para futuros trabalhos é importante avaliar se a tendéncia se
mantém aumentando-se sensivelmente o nimero de pacientes estudados.

O controle dos parametros que possam alterar os resultados dos efeitos
colaterais, como o uso de hidratantes para o efeito colateral de pele, é de vital
importancia para realizagao de novos trabalhos.

O emprego de outras técnicas de andlise do comportamento celular apos
irradiacdo, como o uso da citometria de fluxo para analise da expressdo da proteina P53,
ou a avaliacdo de outros tipos celulares como os fibroblastos, também se mostra
interessante para o desenvolvimento de futuros projetos objetivando validar o presente

estudo.
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ANEXO 11

Servico de Radioterapia

FICHA DE TRATAMENTO

NOME TELEFONE
DIAGNOSTICO MATRICULA
CID.

PLANEJAMENTO MEDICO

Vo

ENERGIA

SUPORTE

ACESSORTOS

DECUBITO

TECNICA
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TOTAL TOTAL TOTAL
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APENDICE I

VIABILIDADE CELULAR NO PROGNOSTICO DE
EFEITOS COLATERAIS EM RADIOTERAPIA DE
CANCER DE LARINGE

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DO PACIENTE
DADOS DO PACIENTE

NOME:

ENDERECO:

BAIRRO: MUNICIPIO: ESTADO:
TELEFONE:

IDADE:

SEXO: ( ) MASCULINO ( ) FEMININO
RACA:

FUMANTE:
() SIM ( ) NAO

FEZ USO DE ALGUM TRATAMENTO ANTERIOR COM RADIACAO
IONIZANTE?

() SIM ( ) NAO

OBS:

FEZ USO ANTERIORMENTE DE QUIMIOTERAPIA?
() SIM ( ) NAO
OBS:




PARAMETROS DE TRATAMENTO
DOSE TOTAL:
DOSE POR FRACAO:

TOXICIDADES
PELE

GRAU:

( ) LEVE ( ) MODERADO
TEMPO DE RECUPERAGCAO:

( ) SEVERO

ROUQUIDAO
GRAU:

( ) LEVE ( ) MODERADO
TEMPO DE RECUPERACAO:

( ) SEVERO

DISFAGIA
GRAU:
( ) LEVE ( ) MODERADO

ODINOFAGIA

GRAU:
( ) LEVE ( ) MODERADO

DATA: / /

RESPONSAVEL:

( ) SEVERO

( ) SEVERO
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APENDICE I1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

I. Dados de identificagdo do sujeito da pesquisa e responsavel legal:

Nome do paciente:

Data de nascimento: /[

Endereco:

Telefone:

I1. Informacdes sobre a pesquisa:

Titulo: VIABILIDADE CELULAR NO PROGNOSTICO DE
EFEITOS COLATERAIS EM RADIOTERAPIA DE
CANCER DE LARINGE

Pesquisador responsavel: Heberton Ferreira

Em radioterapia é de extrema importancia que se conheca a dose de radiagdo
administrada ao paciente. Dosimetria clinica é o termo genérico para o0 conjunto de
procedimentos que devem ser seguidos de sorte a garantir que a diferenca entre a dose
planejada e a dose entregue ao paciente esteja dentro dos limites estabelecidos.

Protocolos atuais de radioterapia consideram adequadas diferencas de até cinco
por cento entre a dose prescrita e aquela entregue no tratamento, sendo a camara de
ionizagdo o dosimetro de referéncia nessas avaliacoes.

O cancer da laringe € a segunda neoplasia maligna mais comum no trato
respiratério, imediatamente apds o cancer de pulmé&o, estando associado ao habito de
fumar e o uso abusivo do alcool. A escolha terapéutica para estes tumores passa pela
radioterapia ou cirurgia, sendo que ambas apresentam indices de cura semelhantes.
Portanto a opgéo diz respeito as condicdes gerais do paciente, vontade do mesmo e

caracteristicas do Servigco onde o paciente sera tratado.
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No trabalho adotaremos a técnica biodosimétrica para avaliagdo de dose nos
tratamento radioterapicos de tumores de laringe em fase inicial.

Sabe-se que a biodosimetria avalia a interacdo da radiacdo com o corpo

humano, através de marcadores bioldgicos radioinduzidos, esta pesquisa pretende

investigar o emprego da biodosimetria como indicador da radiossensibilidade

individual.

I11. Consentimento da participacdo do sujeito

Eu,

devidamente informado pelo pesquisador

, declaro que fui

sobre a finalidade da pesquisa acima, estou consciente das condic¢des sobre a minha
participacdo no estudo descritas no item anterior e concordo com a participagao

na pesquisa.

Recife, de de

Assinatura do responsavel.

Assinatura do pesquisador

Testemunha.
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