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RESUMO

O tratamento radioterapico envolve riscos e beneficios inerentes a acdo da radiacao
ionizante no corpo humano com o intuito de eliminar ou inibir as células tumorais,
podendo atingir areas sadias adjacentes ao tumor e causar efeitos adversos
indesejaveis no paciente. A radiossensibilidade € uma caracteristica intrinseca que
gue esta associada a uma reacao exacerbada a acdo da radiacéo ionizante no corpo
humano. Por isso, identificar se um paciente submetido a radioterapia apresenta
radiossensibilidade elevada pode ajudar a otimizar o tratamento, além de permitir
que sejam minimizados os efeitos deletérios da radiacdo em tecidos sadios. A
quantificacdo de micronucleo (MN) pode ser usada como indicador citogenético do
dano provocado pela radiagdo, além de mostrar-se uma importante metodologia
complementar a dosimetria fisica, principalmente em casos de estimativa de dose
individual para essa modalidade terapéutica. O objetivo deste trabalho foi avaliar se
a frequéncia de micronucleo pode ser usada como indicador da radiossensibilidade
de pacientes submetidas ao tratamento radioterapico contra cancer de colo de utero
e se existe a correlacdo com os efeitos adversos apresentados pelas mulheres. Para
tal, foi coletado uma amostra de sangue periférico de 10 mulheres diagnosticadas
com cancer de colo uterino e com indicacdo de tratamento radioterapico. Foi
realizada a irradiacdo das amostras sanguineas, in vitro, com uma dose 2 Gy, em
seguida realizada cultura de linfocitos com bloqueio da citocinese e posterior
processamento para confeccdo de laminas. A verificagdo de Micronucleos foi
realizada em um numero minimo de 1000 células linfocitarias binucleadas. A
descricdo dos sintomas clinicos e epidemiolégicos foi relatada pelas pacientes antes
e apos o tratamento radioterapico por meio de um questionario e entre os resultados
foi possivel verificar uma forte correlagdo positiva (r = 0,7614, p-valor = 0,0105) da
frequéncia de micronucleos com os niveis de gravidade dos efeitos adversos
sistémicos e na regido genital, descritos pelas mulheres logo apos a terapéutica com
radiacdo ionizante. A quantificacdo de micronuicleos mostrou-se mais elevada nas
amostras irradiadas, tendo em vista o grupo controle. Os resultados sugerem que a
frequéncia de micronucleo pode ser utilizada para identificar a radiossensibilidade de
pacientes portadoras de cancer de colo de Utero. Contudo, estudos posteriores, com
um maior numero de pacientes, sdo necessarios para confirmar o potencial preditivo
dos micronucleos como indicador da sensibilidade aos efeitos da radiag&o ionizante.

Palavras-Chave: Neoplasia Intraepitelial Cervical. Radiag&o ionizante. Radioterapia.
Irradiacdo in vitro. Indicador citogenético.



ABSTRACT

Radiation therapy involves risks and benefits inherent in the action of ionizing
radiation on the human body in order to eliminate or inhibit tumor cells, which can
reach healthy areas adjacent to the tumor and cause undesirable side effects and
cellular damage not visible to the naked eye. Radiosensitivity is an intrinsic
characteristic that is associated with an exacerbated reaction to the action of ionizing
radiation in the human body. Therefore, to identify if a patient submitted to
radiotherapy has high radiosensitivity can help to optimize the treatment, besides
allowing the deleterious effects of the radiation in healthy tissues to be minimized.
Micronucleus (MN) quantification can be used as a cytogenetic indicator of the
damage caused by radiation, in addition to showing an important complementary
methodology to physical dosimetry, especially in cases of individual dose estimation
for this therapeutic modality. The objective of this study was to evaluate whether the
micronucleus frequency can be used as an indicator of the radiosensitivity of patients
undergoing radiotherapy treatment against cervical cancer and whether there is a
correlation with the adverse effects presented by women. For that, a peripheral blood
sample was collected from 10 women diagnosed with cervical cancer and indicated
for radiotherapy. Blood samples were irradiated in vitro with a dose of 2 Gray (Gy),
followed by culture of lymphocytes with cytokinesis block and subsequent processing
for the preparation of slides. The Micronucleus check was performed on a minimum
of 1000 binucleated Iymphocyte cells. The description of the clinical and
epidemiological symptoms was reported by the patients before and after the
radiotherapy treatment using a questionnaire and among the results it was possible
to verify a positive correlation (r = 0,7134, p-value = 0.0137) Of micronuclei with the
severity levels of the systemic adverse effects and in the genital region described by
women soon after the therapy with ionizing radiation. The micronucleus quantification
was higher in the irradiated samples, in view of the control group. The results
suggest that the micronucleus frequency can be used to identify the radiosensitivity
of patients with cervical cancer. However, further studies with a larger number of
patients are needed to confirm the predictive potential of micronuclei as an indicator
of sensitivity to the effects of ionizing radiation.

Key words: Cervical Intraepithelial Neoplasia. lonizing Radiation. Radiation Therapy.
In vitro Irradiation. Cytogenetic Indicator.
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1 INTRODUCAO

O cancer € uma doenca popularmente conhecida em todo o mundo e sua
incidéncia vem crescendo ano apdés ano, principalmente em paises em
desenvolvimento. O crescimento da expectativa de vida da populagdo é um
importante fator relacionado as doencas crbnicos-degenerativas. Sendo assim,
essas doencas apresentam-se como importante problema de salde publica
(MASCARELLO et al., 2012).

O INCA (2015), afirma que, apesar de inUmeras estratégias de prevencao
para o cancer, entre os principais tipos existentes, ha o do tipo colo uterino que esta
em terceiro lugar em mortes na populacdo feminina no Brasil. O cancer uterino,
assim como outras neoplasias malignas, é consequéncia da soma de alteracdes em
genes, no qual seus mecanismos de reparo do DNA estdo comprometidos, assim
como os de proliferagéo e diferenciagdo. Os mecanismos atuantes como fatores de
risco para o desenvolvimento do cancer uterino estdo, portanto, ligados direta ou
indiretamente a instabilidade genética (BEIRUTHY; KAZAN, 2016).

Segundo o Ministério da saude (2014), quando diagnosticada a neoplasia,
existe a possibilidade de escolha entre os varios tratamentos. Para os pacientes do
Sistema Unico de Salde (SUS) existe um guia préprio em que s&o indicados os
protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas em oncologia, atualizado
periodicamente, no entanto, a radiacdo ionizante, € uma escolha primaria no
tratamento para os casos mais avancados, podendo ser utilizada sozinha ou em

conjunto com a quimioterapia e a cirurgia oncolégica (INCA, 2015).

Entre os fatores existentes, que podem afetar o tratamento com a radiacao
ionizante, pode-se citar a sensibilidade individual intrinseca, a qual esté diretamente
ligada aos efeitos adversos exacerbados da terapéutica (SILVA, et al., 2014). Esses
efeitos ocorrem quando a radiagdo ionizante interage com os atomos das células,
alterando suas moléculas, que por sua vez, podem sofrer ioniza¢des e quebras de
biomoléculas e consequente fragmentacdo (divisdo) do DNA, molécula essa
encarregada da transmissdo de caracteres hereditarios de seres vivos
(FERNANDES, 2005; OKUNO, 2013).
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Diante disso, fica clara a importancia de um protocolo que possa ser
utilizado visando avaliar a radiossensibilidade intrinseca de cada paciente em
tratamento radioterapico, objetivando otimizar os resultados pretendidos e servindo
como medida de prevencéao dos efeitos adversos durante e apds a terapéutica com

radiacdo ionizante, o que pode se mostrar altamente benéfico ao paciente.

Um biomarcador bastante utilizado para identificacdo de genotoxicidade
provocada por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, é o micronacleo. O Teste de
Micronucleos é amplamente empregado na avaliagdo da exposicdo a substancias
potencialmente genotoxicas, defeito no processo mitdtico ou falha no reparo do DNA
(SOETEMAN-HERNANDEZ, 2015; NERSESYAN et al., 2016).

Os micronucleos (MN) sédo resultados de perdas de fragmentos de
Cromossomos ou cromossomos inteiros, que durante o processo de divisao celular.
A fase da divisdo em que isto ocorre € a “anafase”, pois as fibras do fuso mitético
nao se ligam aos cinetécoros dos centrdmeros do cromossomo que acabam se
perdendo em decorréncia da exposicdo a um agente genotdxico, e, como
consequéncia, ha a formacdo de um aglomerado semelhante a um pequeno nucleo,
além do nucleo celular comum (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003).

Segundo Aires (2008), o Teste de Micronucleo tem sido apontado como um
instrumento Util na avaliacdo da ocorréncia de danos cromossdémicos, com isso, é
considerado um efetivo marcador de exposicao (revelando danos genéticos) e

potencial marcador de efeito (indicador de risco de cancer).

Esse teste citogenético € simples, permite a sua aplicacdo em larga escala,
confiavel, sensivel, rapido e de baixo custo, tornando-se uma importante ferramenta
no biomonitoramento de individuos expostos a fatores de riscos para o
desenvolvimento de céancer, permitindo a possibilidade de implantacdo como
politicas e estratégias de prevencdo de doencas com altas taxas de morbidade e
mortalidade. Desta forma, se mostra um potencial método preventivo a ser aplicado
para a individualizacdo do protocolo da radioterapia, onde seja avaliada a ocorréncia

de efeitos adversos em tecidos sadios.
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1.10bjetivos

1.2 Objetivo geral

Avaliar o potencial uso do teste de micronucleos como preditivo de reacdes
adversas em pacientes com cancer de colo uterino submetidas ao tratamento

radioterapico.

1.3 Objetivos especificos

® Avaliar in vitro a frequéncia de micronicleos em amostras de sangue periférico,

irradiadas e ndo irradiadas.
® Analisar a resposta clinica da paciente apés o tratamento radioterapico;

® Avaliar se existe correlagdo entre a frequéncia de micronucleos e a resposta clinica

apods o tratamento radioterapico.



15

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Cancer

Cancer é um termo utilizado para designar um conjunto de mais de 100
doencas diferentes que possuem um crescimento celular desordenado. Atualmente
€ um problema de saulde publica sendo umas das principais causas de morte e

morbidade em todo o mundo, especialmente em paises em desenvolvimento.

Em 2012, o cancer foi responsavel por 8,2 milhdes de mortes, porém,
estimativas sugerem um aumento anual de 14 milhdes de novos casos de cancer
nas proximas duas décadas (“WHO | Cancer”, 2014). O inicio da doenga se da de
forma sutil, vindo a desenvolver-se interna ou externamente apds anos de laténcia
(COUTO; BARROS, 2009). Estima-se que, para as proximas décadas, o impacto do
cancer na populacédo corresponda a 80% dos mais de 20 milhdes de casos novos

estimados para 2025.

A estimativa para o Brasil, no biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de
cerca de 600 mil casos novos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo
melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil

casos novos de cancer

Os tipos de cancer mais incidentes no mundo séo: pulmao (1,8 milh&o),
mama (1,7 milhdo), intestino (1,4 milh&o) e préstata (1,1 milhdo). Nos homens, os
mais frequentes foram pulmdo (16,7%), prostata (15,0%), intestino (10,0%),
estbmago (8,5%) e figado (7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias
encontradas foram mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmao (8,7%), colo do Utero
(7,9%) e estdbmago (4,8%). No Quadro 1.1 é possivel verificar a incidéncia dos

principais tipos de canceres que acometem as mulheres.

Apesar do cancer de mama ser o mais incidente entre as mulheres, o cancer
do colo do utero ainda contribui de forma importante para a carga da doenca,
estando como o terceiro mais incidente e como a segunda causa de morte por

cancer feminino.
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Tabela 1.1 — Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016, exceto pele

ndo melanoma.

Mama Feminina 57.690 28,1%

Cdlon e Reto 17.620 8,6%

Colo do Utero 16.340 7,9%
Traquéia, Bronquio e Pulméao 10.890 5,3%
Estébmago 7.600 3,7%

Corpo do Utero 6.950 3,4%
Ovario 6.150 3,0%

Glandula da Tireoide 5.870 2,9%
Linfoma de ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

FONTE: INCA, 2015.

O INCA (2015), classifica o cancer do colo do utero de acordo com seu
estadiamento. Estadiar quer dizer, classificar a sequéncia do desenvolvimento da
neoplasia e assim, identificar a extensdo do tumor no corpo humano e sua
localizac&o. Existem varios tipos de estadiamento, sédo eles: |, 1A, 1AL, IA2, IB, IB1,
B2, I, lIA, AL, A2, 1IB, III, A, HlIB, IV, IVA e IVB, (onde, no estagio | o cancer
uterino esta resumido ao Utero, no estagio Il é quando o cancer envolve o colo
uterino, no estagio Ill se sucede por meio do acometimento de trompas, ovarios e/ou
linfonodos e no estagio IV a tumoracdo envolve adjacéncias, tais como: reto, bexiga,
ou outros 6rgdos) conforme demonstrado na Figura 1.2. Contudo, essas
apresentacdes sdo passiveis de cura em até 100% dos casos quando
diagnosticadas e tratadas precocemente e da maneira correta (INCA, 2016).

Em termos regionais essa tipologia de cancer encontra-se na primeira
posi¢cdo em incidéncia para a regido Norte do Brasil, est4 descrita como a segunda
posicdo mais frequente nas regides Centro-Oeste e Nordeste, em terceiro na regiao
Sudeste e quarto na regidao Sul. Com um numero estimado de mais de 16 mil novos
casos para cada 100 mil mulheres no ano de 2016. Em Pernambuco as estimativas
apontam que anualmente ocorrem cerca de mais de 2 mil casos novos para cada
100.000 mulheres (INCA, 2015).
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Figura 1.1 — Estadiamento do céncer de colo uterino e sua localizagéo

1A}

1A

IVA

FONTE: FIGO, 2003.

Grande parte dos canceres cervicais tem seu inicio em lesGes pré-
neoplasicas chamadas Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NIC) I, Il e Ill, em que, 0
processo de evolucdo em malignidade do epitélio cervical € comumente longo,
podendo decorrer, em meédia, de cinco até seis anos desde a mutagdo primaria até o
cancer invasivo, acometendo até tecidos adjacentes (ELHAMIDI et al.,, 2004;
CAMPOS et al., 2008).

Logo apos o desenvolvimento das primeiras células neoplasicas malignas,
cerca de 50% dos canceres irdo persistir ou desenvolver-se ainda mais na auséncia
de tratamento e, em aproximadamente 5% dos danos, ha recorréncia apdés o
tratamento finalizado (CIRISANO, 1999; BAR-AM et al., 2000; MILOJKOVIC, 2002;
GOIS SPECK et al., 2015).
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De outra forma, mais de 10% dos danos com diagndéstico anatomopatoldgico
(Biopsia) de NIC | identificam somente condi¢cdes reativas sem potencial e
competéncia para a progressdo, propondo que muitas dessas condi¢ées de
desenvolvimento cancerigeno, nao fazem parte de uma continuidade de
modificacdes que antecedem o processo maligno (AL-NAFUSSI; COLQUHOUN,
1990; KIVIAT; KOUSTY, 1993). Por conseguinte, existe a necessidade de realizar
investigagées com o intuito de expor o “porqué” de grande parte das lesbes em fase

inicial prosseguirem para o cancer (GOIS SPECK et al., 2015).

A conduta clinica para as pacientes com diagnostico de NIC | €, assim, um
dos grandes desafios para a cura do cancer uterino, sendo de extrema importancia a
escolha do tratamento a ser empregado, onde deve haver o diagndstico precoce das
lesbes com capacidade para progressdo ou regressao (AU; SIERRA-TORRES;
TYRING, 2003).

2.2 O Cancer de Colo Uterino

Entre os principais fatores relacionados ao desenvolvimento do cancer de
colo de utero estdo as relacionadas ao fator genético (5% dos casos)
(hereditariedade), e aqueles relacionados a fatores externos (95 % dos casos), como
a contaminag¢do por Human Papilomavirus (HPV), nivel socioecondmico, habitos
alimentares, estilo de vida e cultura. O Quadro 1.2 apresenta os fatores endoégenos e
exogenos que sdo mutegénicos e podem contribuir com o desenvolvimento do
cancer (RIBEIRO; SALVATORI; MARQUES, 2003; 2015).

Entre os fatores exdgenos, as exposi¢cdes ambientais do inicio da vida,
também desempenham um papel importante no desenvolvimento da doenca
(SPENCE, 2001; ALMEIDA et al., 2005; WORLD CANCER RESEARCH FUND,
AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER RESERCH, 2007; MERLO et.al., 2014).
Sendo assim, compreende-se por ambiente o local em geral (agua, terra e ar), o
entorno ocupacional (em se tratando de fator insalubre), o habitat social e cultural

(estilo e habitos de vida) e os habitos de consumo de (alimentos, farmacos). Essas
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alteracbes desenvolvidas pelo homem podem caracterizar os diversos tipos de
cancer (ALMEIDA et al., 2005; CAMPOS et al., 2008; ANJOS et al., 2013).

Além disso, h& fatores de riscos que estdo diretamente ligados ao inicio e

desenvolvimento do cancer de colo uterino, sdo: 0 inicio precoce as relacdes

sexuais e seus maus habitos de higiene, muitos partos e abortos, o uso de

contraceptivos hormonais por tempo prolongado, baixa condicdo econdmica, 0 uso

de alcool e o habito de fumar (que estd diretamente ligado ao nimero de cigarros

fumados e essa taxa se eleva quando o habito de fumar se inicia em idade precoce)
(FRIGO; OLIVEIRA ZAMBARDA, 2015; MELO et al., 2016).

estdo expostas.

Figura 1.2 - Agentes mutagénicos que comumente as pessoas
Tipo Exemplos
Oxido nitrico
Radicais livres de oxigénio
ENDOGENOS

Formacdo de nitrosaminas enddgenas

Ocupacional

Produtos petroguimicos
Producio de energia nuclear

Producdo de ferro e ago

Dieta

Mutagenos naturais presentes na dieta
Mutagenos gerados durante o cozimento de alimentos

Mutagenos gerados no processo de preservacdo de alimentos

EXOGENOS

Radiacao

Exposicdao medica — Raios X para diagnostico e radioterapia

Exposicdo a lixo nuclear

Poluicio

Efluentes industriais

Subprodutos da cloracio da agua
Emissdes por motores de veiculos
Pesticidas usados na agricultura

Incineracao de lixo

Biolagico

Mutagenos originados de infeccao cronica por virus, bactérias

ou parasitas.

FONTE: RIBEIRO, SALVATORI, MARQUES, 2003.
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Entre os fatores exdgenos biologicos, a infeccdo pelo virus HPV tem
destaque por ser responsavel pela maioria dos casos relatados de cancer de Utero.
O HPV é um virus com capacidade de contagio da pele e das mucosas. Existem em
uma variedade de mais de 150 tipos diferentes, porém, cerca de, 40 tipos séo

passiveis de contaminacao do trato reto-genital (INCA, 2016).

Esses virus podem ser contraidos, em 99% dos casos, por via de relacao
sexual, e a infeccéo € agravada quando situacdes em que ha o contato precoce com
as atividades sexuais, a multiplicidade de parceiros e a falta de maturidade sao
observadas. Isso confirma que o comportamento sexual € um fator de primordial
importancia na contaminacao do virus ou mais de um virus do HPV (BICCA et al.,
2013; AGUIAR et al., 2014; MELO et al., 2016).

A faixa etaria de contaminacao pelo HPV é cada vez mais baixa, entre 20 e
39 anos, mas também dependerd da regido geografica em que se encontra o
individuo (BICCA et al., 2013). Outro fator importante € a contaminacao por outros
agentes infecciosos tais como (HIV, Clamidia e Herpes) e os polimorfismos
genéticos, 0s quais constituem uma eminente condicdo para o desenvolvimento de
transformacao maligna no epitélio cervical, aumentando o risco da alteracdo de uma
infeccdo por HPV para o cancer cervical (CASTELLSAGUE; BOSCH; MUNOZ, 2002;
MASCARELLO et al., 2012).

O HPV é considerado de “alto risco” para neoplasias. Em especial os
subtipos do virus oncogénicos do HPV 16 e HPV 18, sdo apontados como um dos
fatores de riscos para o desenvolvimento do céancer de colo uterino e o mais
popularmente relatado, sendo frequentemente encontrado em cerca de 99,7% dos
casos confirmados de neoplasia uterina. Entretanto grande parte das mulheres
contaminadas pelo HPV nao desenvolverdo a doenca (SOUTO; FALHARI; CRUZ,
2005; BERNARD, 2005; MENDES et al., 2008; MONTEIRO SANTOS et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2015).

Ao que tudo indica, as variacbes pré-neoplasicas e neoplasicas sao
desenvolvidas por sua agdo direta nas células de base do tecido pluriestratificado,
influenciando na atividade celular, facilitando modificagcbes numéricas e estruturais
dos cromossomos (PINTO; TULIO; CRUZ; 2002; MENDES et al., 2008). Sendo

assim, a contaminacédo pelo HPV é considerada necessaria, mas nao o bastante
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para a progressao do cancer cervical, haja vista que, € consideravel o numero
aumentado de mulheres infectadas que n&o desenvolvem a doenca, sendo

necessarios outros indutores para o desenvolvimento do cancer (INCA, 2015).

A identificacdo precoce, pela realizacdo do exame citolégico de Papanicolau,
tem se mostrado uma estratégia eficaz e segura. Contudo, por volta do ano 2000,
foram disponibilizadas a populagéo as vacinas preventivas contra o HPV para alguns
subtipos do virus (JEMAL et al.,, 2011; SOUSA et al., 2016), com o intuito de
modificar as estatisticas de incidéncia e mortalidade deste tipo de céancer (INCA,
2000; MELO et al., 2009; GOIS SPECK et al., 2015; SOUSA et al., 2016).

Pesquisas mostram que, pacientes com menor renda familiar tem
prevaléncia do HPV quando comparadas as de maior renda (BICCA et al., 2013;
PRADO, 2014).

Segundo Smith e colaboradores (2003), outro importante fator sdo os
contraceptivos hormonais utilizados por longos periodos, em geral sdo responsaveis
por atuarem diretamente na transcricdo do genoma do HPV em mulheres com
diagndstico de HPV positivo. Os niveis aumentados de progesterona e estradiol na
mulher podem induzir a uma predisposicdo a modificacbes ou proporcionar o
crescimento tumoral diretamente ligado ao HPV (COLLABORATIVE GROUP ON
EPIDEMIOLOGICAL STUDIES OF OVARIAN CANCER et al., 2015)

Segundo Teixeira, (2015) outra condicdo favoravel ao desenvolvimento de
cancer € o habito de fumar. O consumo de cigarro propicia a exposicdo direta do
DNA de células epiteliais a substancias cancerigenas, a nicotina e cotinina, ou
através das reacbes com os produtos metabdlicos do fumo, pois o fumo
industrializado possui um grande nimero de substancias clastogénicas complexas,
exercendo forte influéncia na iniciacdo, como na promocao e progressao do tumor
(ANJOS et al., 2013).

A desigualdade socioecondémica mostra-se como um consideravel prejuizo
para as mulheres assistidas no Sistema Unico de Salde - SUS em relacdo as
mulheres que sao assistidas no sistema privado (CAMPOS et al., 2008; ANJOS et
al., 2013; TEIXEIRA, 2015).
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2.3 Diagnostico do Cancer de Colo Uterino

Em 1943, George Papanicolau propds a utilizacdo do exame de citologia,
gue leva o seu nome, Papanicolau, para o diagndstico de cancer na regido cervical.
Este exame se baseia no esfregaco ou raspado de células esfoliadas do epitélio
cervical e vaginal e sua coloracdo, que serve para a identificacdo e a prevencéo do
cancer de colo uterino, de forma que, eram analisadas as modificagbes das células
das regifes cérvix e vagina, quando da possibilidade de qualquer tipo de doenca e
alteracdes exposta nos diferentes momentos do ciclo menstrual, o que por muito
facilitou a identificacdo e o diagnéstico dessa doenca (MAMMAS; SPANDIDOS,
2012; NICHOLAS, 2015).

Porém, em paises em desenvolvimento, esses exames sao realizados
apenas por livre demanda, onde as pacientes procuram 0s servicos de saude
espontaneamente, consequentemente a aderéncia aos programas de prevencédo é
baixa. No Brasil, essa metodologia de identificacdo da doenca chegou em meados
dos anos 50, ainda assim, estima-se que cerca de 40% da populacdo feminina
brasileira ainda ndo tenham realizado o exame (FRIGATO; HOGA, 2003; MELO et
al., 2009; NORONHA et al., 2005; INCA, 2014; SANTOS et al., 2015).

Além do teste de Papanicolau, na atualidade séo utilizados também outras
formas complementares para a identificacdo cada vez mais precoce do cancer de
colo uterino, tais como: citologia em meio liquido e os testes para deteccao do HPV
por captura hibrida (CAETANO et al., 2006).

A citologia em meio liquido € uma técnica em que as células coletadas da
cérvice sdo imersas em liquido conservante antes da fixacdo da lamina, evitando
assim, o ressecamento do material e reduzindo a quantidade de material gasto e

obtendo menores taxas de exames insatisfatorios (CAETANO et al., 2006).

Ja no teste para deteccdo do HPV por captura hibrida, possibilita a
identificacdo de 13 tipos de virus sendo considerados de alta probabilidade para o
desenvolvimento do céancer (subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e
68) e 5 tipos de virus de menor risco oncogénico (6, 11, 42, 43 e 44), com uma
facilidade de analise superior a do exame citopatolégico convencional na

identificacdo do cancer do colo do Utero ou suas lesfes precursoras possibilitando
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ainda a auto coleta do material a ser analisado, minimizando assim, os tabus em
relacdo ao exame ginecoldgico e facilitando a aderéncia e cobertura em regifes de
dificil acesso (FLORES et al., 2003; CAETANO et al., 2006).

Apenas 30% das mulheres submetem-se regularmente ao exame
citopatolégico (Papanicolau) ou citologia oncolégica (CO), exames estes que Sao 0S
principais na estratégia de programas de rastreamento do cancer do colo do utero
no mundo, sendo também recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil, em
mulheres sexualmente ativas, de 25 a 64 anos (ANDRADE et al., 2014; SOUSA et
al., 2016).

2.4 Tratamentos do Cancer de Colo Uterino

As possibilidades do tratamento sdo mdltiplas e possuem meios de
terapéuticas complementares ou possibilidades conjuntas as cirurgias néo
conservadoras. Porém, os tratamentos procuram se adequar em funcao da idade da
mulher, estado geral de saude, do quadro clinico, da especificidade do tumor e sua
extensdo (FRIGATO; HOGA, 2003; CAMPOS et al., 2015).

Entre os principais tratamentos na atualidade, existem o0s procedimentos
cirargicos, a quimioterapia e a radioterapia. Dentre 0s procedimentos cirirgicos esta
a histerectomia total com anexectomia bilateral, em que consiste em uma das
principais técnicas de tratamento, onde é realizada a retirada do tumor através de
uma intervengdo cirdrgica, da qual pode também ser necessaria a pratica da
extracao do Utero e dos ovarios (FRIGO; OLIVEIRA; ZAMBARDA, 2015; TSUNODA
et al., 2015; MINAEI et al., 2016).

A quimioterapia € um tipo de tratamento que utiliza recursos terapéuticos
sistémicos antineoplasicos com o intuito de combater as células cancerigenas
(FRIGO; OLIVEIRA; ZAMBARDA, 2015; TSUNODA et al., 2015; MINAEI et al.,
2016).

E por fim, o tratamento radioterapico que utiliza a radiacéo ionizante, para
combater as células cancerigenas. E uma das mais importantes modalidades no

cirdrgicas no tratamento do cancer (CARVALHO, 2012). Cerca de 60% das pessoas
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acometidas com algum tipo de cancer irdo se submetem ao tratamento
radioterapico. O objetivo principal da RT é erradicar e/ou minimizar tumores
malignos por meio da irradiagéo de tecidos tumorais utilizando uma dose suficiente
de radiacdo ionizante (RI) com danos minimos aos tecidos normais adjacente
(JORGE; SILVA, 2010; INCA, 2014; FRIGO; OLIVEIRA; ZAMBARDA, 2015).

A RT geralmente € indicada quando a dimensao do tumor é grande e nédo ha
indicacao cirargica, a terapéutica é feita inicialmente, existindo assim a sua

diminuig&o do tumor e possibilitando a intervengéo cirurgica.

Para o cancer de utero usualmente podem ser utilizados em trés categorias
de tratamento: a cirdrgica, a quimioterapica e a radioterapica. O protocolo escolhido
sera de acordo com as condicdes clinicas do paciente e do estadiamento do cancer.
Para o tratamento no estadio 0, pré invasivo, ou |, microinvasivo, a indicacdo de
tratamento € o cirargico. Nos estadios IB a IIA indica-se os tratamentos cirargicos
e/ou radioterapico. No estadio IIB a IVA, € indicada principalmente a radioterapia e o
estadio IVB indicados a quimioterapia e a radioterapia como tratamento paliativo.
(SALVAJOLI; SOUHAMI; FARIA, 1999). A Tabela 1.1. apresenta os estadios do

cancer de colo uterino e 0s seus respectivos tipos de tratamentos.

Tabela 1.2 - Tratamentos para o cancer de colo uterino

Estadio do Cancer Tratamento Empregado
1. Histerectomia Total + salpingo-oforectomia bilateral +
B Linfadenectomia pélvica e lomboadrtica;
2. Radioterapia (RT) + Quimioterapia (QT) (RT pélvica 45Gy + QT
+ Braquiterapia de Alta Taxa de Dose (HDR (4 x 6Gy ponto A))

1A 1.RT+QT
1B 1. RT + QT (RT pélvica 45Gy + QT + HDR
A 1.RT+QT

NB/IVA 1. RT + QT + complementacdo parametrial
VB QT + RT paliativa

FONTE: NOVAES, 2016.
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As modalidades de radioterapia séo:

e Teleterapia: € uma modalidade de tratamento radioterapico conhecido como
radioterapia a distancia (teleterapia), como fonte de radiacdo ionizante sao
utilizados: aparelhos de fonte cobalto 60, aceleradores lineares, entre outras.
Este tipo de tratamento as doses de radiagéo sdo administradas diariamente,
por cinco dias semanais, com duracdo de tratamento por cinco a oito
semanas a depender do protocolo estabelecido. Nesta pratica, existente uma
distancia fisica segura entre o aparelho emissor da radiacdo e o paciente
(SILVEIRA, 2013; NADER, 2014). A Figura 1.4 representa, de forma
esquematica, uma imagem de uma parte de um acelerador linear utilizado na
radioterapia. E possivel observar o gantry onde se vé o "caminh&o de raio-x e
o colimador. O gantry pode realizar um movimento de rotacdo de 360°,
possibilitando que o colimador (por onde saird o feixe radioativo) possa ser

direcionado da melhor forma possivel para o tratamento clinico.

Figura 1.3 - Desenho de um acelerador em tratamento de teleterapia.

Canhao de Raio-X

FONTE:THALHOFER, 2016.
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e Braquiterapia: a fonte de irradiacdo tem contato direto com a regiao
gue precisa ser tratada seja diretamente no tumor ou em sua
proximidade. Neste tipo de tratamento as fontes de radiacdo sao
inseridas na éarea tumoral (Figura 1.5)., (NADER, 2014). E, esta
terapéutica vem passando por aprimoramentos no que diz respeito ao
tratamento e planejamento, no entanto ela s6 é indicada nos casos em
gue a paciente possui contraindicacdes clinicas para a cirurgia (INCA,
2016).

Figura 1.4 - Desenho esquemético apresentando a os dispositivos para execu¢do da braquiterapia.

Fonte de radiagdo

Bexiga f \

Utero Dispositivo para
braquiterapia
FONTE: FIGURA ADAPTADA RETIRADA DA INTERNET:

HTTP://WWW.VENCEROCANCER.ORG.BR, 2017.

e Radiocirurgia estereotéaxica: consiste em uma terapéutica de dose
Unica e alta de radiacdo ionizante, de modo que se use o acelerador
linear com o propdsito de acertar unicamente a extensao que interessa,
minimizando a irradiacéo das regides ao redor do tumor (JOAQUIM et
al., 2013).
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e Isoterapia: que é administrada por via oral ou endovenosa, de
isétopos radioativos, que por sua vez, sdo selecionados e absorvidos
pelos tecidos tumorais (SILVEIRA, 2013).

A sua aplicagcédo juntamente com o uso de aplicadores compativeis e com
recursos de imagens como a tomografia computadorizada (TC) e a ressonancia
magnética (RM) tem possibilitado a obtencdo de imagens tridimensionais de toda a
area pélvica com os aplicadores ja devidamente posicionados para o tratamento.
Essas imagens, em conjunto com o0s modernos softwares de planejamento,
favorecem o delineamento do volume alvo e a andlise do comportamento da dose de
radiacdo nas estruturas sadias com alto grau de fidedignidade, ajudando, dessa
forma, a otimizagédo dos pontos e tempos de parada da fonte de radiacéo (SILVA et
al., 2014).

As doses de radiagdo ionizante utilizadas na teleterapia, preconizada na
literatura e utilizada nas pacientes com céancer do colo do utero de Hospital do
Cancer de Pernambuco, podem variar de: 45Gy, 550Gy a 54Gy na regido ventral,
com fracionamentos diarios de: 25 x 1,8 Gy, 25 x 2Gy ou 28 x 1,8Gy
respectivamente. No caso das pacientes submetidas a braquiterapia a dose diaria é
relativamente maior, com inser¢cdes semanais de 5,5Gy, 6Gy, 6,5Gy ou 7cGy (INCA,
2000; ZULIANI, et al., 2010).

Ao interagir com o tecido vivo, a radiacdo ionizante depositar4 energia,
ocasionando uma ionizacdo e consequentemente uma instabilidade na célula, que
podera ocasionar danos nas moléculas envolvidas. Por exemplo, a radiacao
ionizante pode interagir com a molécula do DNA ocasionado danos, esta interacao
pode ocorrer de forma direta e/ou indireta. No mecanismo direto, a radiacéo
interage diretamente com a molécula de DNA, podendo causar desde mutacdes
genéticas até morte celular. No mecanismo indireto, a radiagéo ionizante promove
alteracdes na molécula de DNA por meio de efeitos quimicos, pela interagdo de
produtos téxicos e reativos com a molécula de DNA. Como exemplo de efeito
indireto, tem-se a radiolise da agua, que ocorre quando a RI interage primeiramente
com a molécula de agua, formando assim radicais livres, elétrons, ions, peroxidos,
gue podem vir a danificar a molécula de DNA (NOUAILHETAS et al., 2017). A Figura
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1.6 apresenta de forma esquematica os efeitos direto e indireto da radiacao

ionizante na molécula do DNA.

Portanto, as lesées na molécula do DNA, desempenham um papel
importante entre os efeitos bioldgicos produzidos pela interacdo da RI. Os efeitos
biologicos podem ser classificados de acordo com sua probabilidade de ocorréncia
(deterministico ou estocastico), conforme seu tempo de aparecimento (imediato ou

tardio) e do ponto de vista biologico (somatico e hereditario).

A gravidade e a frequéncia dos efeitos deterministicos variam de acordo com
a dose de radiacdo, ocorrendo apenas quando o valor limiar da dose é excedido.
Sdo exemplos dos efeitos deterministicos: catarata, radiodermite, sindrome da
radiacdo aguda. Ja os efeitos estocasticos, a probabilidade de ocorréncia aumenta
com o aumento da dose de radiacdo. As leucemias sdo exemplos classicos deste

tipo de efeito.

Os efeitos biolégicos sao considerados imediatos quando surgem logo apos
a exposicdo a RI, ja os tardios surgem meses ou anos apds a exposicao as

radiacoes.

Do ponto de vista biologico, os efeitos somaticos ocorreram quando as
células expostas sdo as responsaveis pela manutencédo e funcionamento organico.
Por outro lado, no hereditario as células atingidas pela radiacdo séo as responsaveis
pela transmisséo genética do individuo.
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Figura 1.5 — Efeitos indireto e direto produzidos pela exposi¢éo a radiagao ionizante.

Radiacdo lonizante
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FONTE: PROPRIA AUTORA.

A gravidade das alteragbes celulares causadas pela interacdo da radiagcao
com a célula varia em funcao dos diferentes tipos de radiacéo e dos diferentes graus

de sensibilidade celular.

2.5 Radiossensibilidade

A radiossensibilidade individual pode ser descrita como sendo uma
caracteristica intrinseca do individuo, a qual é associada aos efeitos adversos

exacerbados da RI sobre o corpo humano.

Diversos estudos propdem que o espectro de reacdes adversas que ocorrem
no tecido normal, apds a exposi¢cao as radiacdes ionizantes. Estes efeitos adversos
radioinduzidos variam entre os individuos e possuem diferentes graus de gravidade.
Estudos indicam uma base genética para o alto grau de variabilidade desses efeitos
entre individuos, sugerindo que variantes genéticas comuns determinam a resposta
individual as radiagdes ionizantes (KERNS; OSTRER; ROSENSTEIN, 2014). Novas
tecnologias estdo sendo empregadas no tratamento com radiagcdo ionizante com o

objetivo de reduzir a radiotoxicidade dos tecidos normais circunvizinhos ao tumor.
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Apesar de melhorarem a eficiéncia terapéutica, cerca de 10% dos pacientes
submetidos a RT ainda apresentam efeitos adversos graves, manifestados
principalmente nos tecidos sadios. (BURNET et al., 1992; 1996; CAVALCANTI et al.,
2008; CAVALCANTI et al., 2011).

Existem diversos fatores que podem influenciar o grau de radiotoxicidade
apos o tratamento com radiacdes, tais como: fatores fisicos (dose, taxa de dose e
fracionamento da dose), fatores quimicos (teor hidrico e oxigenacdo do tecido) e
fatores biologicos (idade, tabagismo e coexisténcia de doengas como diabetes e
hipertenséo), os quais sao utilizados atualmente como parametros no planejamento
dosimétrico na RT. No entanto, cerca de 80% da variacdo das reacdes adversas
entre os pacientes ndao pode ser explicada por tais fatores, estando provavelmente
relacionada com as caracteristicas genéticas dos individuos e, consequentemente,
pode determinar a sua radiossensibilidade celular (BARNETT et al., 2009; SILVA;
CAVALCANTI; CARNEIRO, 2014).

A variabilidade na resposta individual quando da exposi¢cédo as RIs — ou seja,
os diferentes graus de radiossensibilidade — embora seja reconhecidamente um
aspecto importante para a eficacia da RT, ndo possui indicador clinico ou laboratorial
para definicdo de protocolos de tratamentos. Nesse sentido, pesquisas envolvendo
alteracdes e/ou caracteristicas genéticas vem ganhando espa¢co como potenciais
biomarcadores de sensibilidade as Rls, a exemplo do micronucleo.

2.6 Micronucleo (MN)

Fenech (2007), define o microntucleo como o resultado de fragmentos
cromossOmicos acéntricos (sem centrdmeros) ou de cromossomos inteiros que nao

completaram a migracao anafasica da divisao celular.

A denominacéo dada € devido a morfologia e a composi¢cdo do micronucleo
gue que sdo idénticos ao nucleo da célula de origem. A origem do MN pode
acontecer de forma espontanea, no entanto, sua maior frequéncia esta associada a
exposicdo das células a agentes clastogénicos e/ou aneugénicos (HEDDLE et al.,
1983).
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A acdo aneugénica ocorre quando o agente genotéxico interage com o DNA
ocasionado a perda de um cromossomo inteiro, normalmente este efeitos sao
observados nas células expostas a agentes quimicos. Ja a acdo clastogéntica,
ocorre guando o agente genotoxico interage com o DNA ocasionado a perda de uma
parte do cromossomo, este sem o0 centrdmero. Acdes destes tipos, sdo observadas
em células expostas as Rls. A Figura 1.7 apresenta, de forma esquematica, a

formacao de micronucleo através do efeito clastogénico (A) e do efeito aneugéncio

(B).

Figura 1.6 - Formacgé&o de micronucleo através do efeito clastogénico (A) e do efeito aneugéncio (B).

A Efeito Clastogénico

S Células Filhas
»
Efeito Aneugénico
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=
FONTE: FIGURA ADAPTADA RETIRADA DA INTERNET:

HTTP://WWW.UAB.ES/IMATGE/242/472/MICRONUCLISIM.JPG

Os primeiros estudos com MNs foram realizados utilizando eritrocitos
policromaticos de medula 6ssea de roedores (SCHMIDT, 1976), porém, com o
desenvolvimento de novas tecnologias, foi estendido a eritrécitos circulantes
(MACGREGOR et al., 1980).

Os MNs também podem ser identificados e analisados em outros segmentos
celulares, a exemplo de hemacia madura, a qual ja perdeu o seu material genético;

reticulocitos que sado as hemacias imaturas, a qual apresenta em seu interior RNA e
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células esfoliativas epiteliais (FENECH, 2000). Na Figura 1.8 mostra células
binucleadas que geraram 1, 2, 3 ou até mais MN. E possivel observar que os MNs
possuem a mesma coloracdo do nucleo de origem, ndo ultrapassam 1/3 do tamanho

do nucleo e estdo sempre dentro do perimetro citoplasmatico.

Figura 1.7 - Linfocitos binucleados (A —com 1 MN, B — com 2 MN, C — com 3 MN e D — com Mais de
3 MN)

(A) (B)

© D)

FONTE: FENECH, 2000.

A frequéncia MN em individuos é de 1 a 3 micronucleos a cada 1000 células
binucleadas analisadas (CARRARD et al., 2007). No entanto, estudos apontam que
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em linfécitos de sangue periférico esta frequéncia pode variar em até 36 MNs por
1000 células analisadas (IAEA, 2001, 2011).

O teste de MN ¢é utilizado na biodosimetria, para informar se o individuo foi
exposto ou ndo a radiacdo ionizante e para estimar a dose absorvida (PINTO,
BAGGIO; GUEDES, 2005; CAVALCANTI, 2009; SHI; YONG-HUA et al., 2015).

A frequéncia aumentada de MNs radioinduzidos pode ser um indicativo de
radiossensibilidade podendo, portanto, ser um método empregado para predizer a
radiossensibilidade individual (ENCHEVA et al., 2012). A quantificacdo de MN € um
meétodo ja bem estabelecido na literatura, de baixo custo, sensivel, rapida, de facil
manipulacdo, e que pode ser aplicada em larga escala (FERNANDES, 2005;
FRIEAUFF et al. 2013; CAMPOS et al.,, 2008; AMBROISE; BALASUNDARAM,;
PHANSALKAR, 2013; ADAM et al., 2015).

Segundo Heddle e colaboradores (1983), a utilizacdo do teste de MN

apresenta vantagens e algumas limitacdes, tais como:

Vantagens:

A sua metodologia dispensa procedimentos elaborados, tornando-a de baixo

custo, portanto, aplicavel em grandes populacdes;

e Sao facilmente identificadas, com condicbes rapidas para a analise, além de
ser menos complicado que outros testes;

e Podem ser visualizados em células interfasicas, ndo requerendo a
identificacdo individual de cromossomos;

¢ A frequéncia espontanea é baixa;

e Permite a identificacdo de agentes clastogénicos e aneugénico (dependendo

da técnica empregada, por exemplo as técnicas de hibridizacédo In situ por

fluorescéncia [Fluorescence in situ hibridisation (FISH)] e do bandeamento

Cromossémico).

Limitacoes:

e O MN s06 é visualizado a partir da divisdo da célula principal, sendo totalmente
dependente desta ac¢ao;
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e H4& aberracdes que possibilitam rearranjos cromossémicos sem a ocorréncia
de fragmentacao de cromossomos dando origem a fragmentos acéntricos, por
exemplo, translocacbes ou inversfes, que nao sao identificadas,
subestimando a frequéncia real com que ocorrem 0s danos;

e Apenas a partir da contagem de MN, é laborioso diferenciar os efeitos
clastogénicos dos que tem como resultado a perda do cromossomo por lesdo
do fuso (HEDDLE, et al., 1983).

Dentre as varias alteragbes celulares possiveis, a instabilidade dos
cromossomos € resultante do excesso ou da reducdo do numero desses
cromossomos e/ou ainda pode ser causada pela falha na estrutura celular, o que
engloba a quebra e o rearranjo cromossémico (BENDER et al.,, 1988). A
continuidade deste processamento faz com que as anomalias hereditarias
produzidas pelos clones defeituosos, resultem no acumulo desses danos causando
diminuicdo das enzimas metabdlicas que combatem esses danos, 0 que aumenta na
predisposi¢cdo e suscetibilidade das células a agentes genotoxicos exdgenos e/ou
endogenos (LEHUCHER-MICHEL et al., 1996; FERRAZ et al., 2016).

A técnica de FISH é um dos métodos de visualizacdo mais eficazes, o que
reduz o risco de erros durante a andlise e contagem, pois nele utilizam-se sondas
especificas ligadas a substancias fluorescentes, para marcacdo do material
genético, porém ainda considerado com um elevado alto para ser empregado
(BARBOSA, 2003; FERNANDES, 2009).

Esta instabilidade é um dos fatores de inicio de doencas entre elas o cancer.
Um dos vieses para a deteccdo desta instabilidade é a quantificacdo da frequéncia
das mudancas genéticas ocorridas apdés exposicdo a agentes mutagénicos e
potencial para carcinogénese (BENDER et al., 1988).

Tais agentes nao induzem novos tipos de aberracbes, mas simplesmente
aumentam a frequéncia das que ocorrem em baixos niveis, sem qualquer exposi¢ao,
€ considerado um procedimento que pode ser aplicado varias vezes, de forma
rapida e com baixo custo econémico (FENECH; MORLEY, 1985; FENECH et al.,
1999; MENDES et al., 2011).
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Um consideravel aspecto sobre o aparecimento dos MN é a correlacdo com
os héabitos de vida dos individuos, por exemplo o consumo de cigarro, alcool e
deficiéncia de nutrientes na alimentacao, os quais podem induzir os danos genéticos
(FENECH et al., 1999).

Na literatura € possivel encontrar uma correlacdo em uma variedade de
resultados em estudos sobre o habito de fumar e a frequéncia de micronucleos em
linfocitos do sangue periférico de fumantes. Um exemplo disso sdo os resultados
apresentados em um dos estudos do projeto HUMN (BONASSI et al., 2003).
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a frequéncia de microndcleo pode ser usada como
indicador da radiossensibilidade de pacientes submetidas ao tratamento radioterapico para o
cancer de colo de Gtero. Para tal, foram coletados 9 mL de sangue periférico de 10 mulheres
diagnosticadas com céancer de colo uterino e com indicacdo de tratamento radioterapico. Foi
realizada a irradiacdo das amostras sanguineas, in vitro, antes do inicio do tratamento com
uma dose 2 Gy, em seguida realizada cultura de linfocitos com bloqueio da citocinese e
posterior processamento para confeccdo de laminas. A andlise de Micronucleo (MN) foi
analisada em um ndmero minimo de 1000 células linfocitarias binucleadas. A descricdo dos
sintomas clinicos e epidemioldgicos foi relatada pelas pacientes, antes e apds o tratamento
radioterapico, e, para 0s sintomas considerados, a saber, enjoos, diarreia, vémitos, feridas
cutdneas, queimaduras e fistulas, foi adotada uma escala de 0 a 5, sendo o O (zero)
considerado quando ndo foram relatados sintomas e 5 para o sintoma mais grave. Com isso,
foi possivel verificar uma forte correlagdo positiva (r = 0,7614, p-valor = 0,0105) da
frequéncia de micronicleos (FMN) com os efeitos adversos sistémicos na regido genital
descritos pelas pacientes ap0s o tratamento com a radiacdo ionizante. Como esperado, as
frequéncias de MN nas amostras irradiadas foram maiores que as dos grupos controle (0,0078
+ 0,0022 e 0,0038 + 0,0016, respectivamente), o que foi confirmado pela analise estatistica, a
qual mostrou haver diferenca significativa entre as amostras controle e as irradiadas (p-valor
< 0,0001) ao nivel de 5% de significancia. Também foi possivel observar uma forte
correlacdo positiva entre os micronucleos obtidos antes e apés a irradiagdo (r = 0,8974, p-
valor = 0,0004). Os resultados obtidos sugerem que a frequéncia de micronucleo pode ser
utilizada como teste preditivo para identificar a ocorréncia de efeitos adversos na regido
genital em pacientes portadoras de céncer de colo de Utero que serdo submetidas ao

tratamento radioterapico.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate whether the micronucleus frequency can be used
as an indicator of the radiosensitivity of patients undergoing radiotherapy for cervical cancer.
For this, 9 mL of peripheral blood were collected from 10 women diagnosed with cervical
cancer and indicated for radiotherapy treatment. In vitro blood samples were irradiated prior
to the start of treatment with a dose of 2 Gy, followed by culture of lymphocytes with
cytokinesis block and subsequent processing for the preparation of slides. Micronucleus (MN)
analysis was analyzed in a minimum of 1000 binucleated lymphocyte cells. A description of
clinical and epidemiological symptoms was reported by patients before and after radiotherapy
using a questionnaire, where it was possible to verify a positive correlation (r = 0,7762, p-
valor = 0,0083) of the frequency of micronuclei (FMN) with the systemic adverse effects in
the genital region described by the patients after treatment with ionizing radiation. In addition,
the MN frequency in the irradiated samples was much higher than in the control group with a
mean of 6 - 13.5 MN, whereas in the control group it presented a mean of 1 - 7.5 MN. The
results suggest that the micronucleus frequency can be used as a predictive test to identify

tissue radiosensitivity in patients with cervical cancer.

INTRODUCAO

Cancer ¢ um termo genérico utilizado para designar um conjunto de mais de 100
doencas diferentes que possuem um crescimento celular desordenado. Atualmente é um
problema de salde publica sendo umas das principais causas de morte e morbidade em todo o
mundo, especialmente em paises em desenvolvimento (SALIMENA et al., 2014). O cancer de
colo de Utero é responsavel pela terceira causa de mortes em mulheres no Brasil, com
estimativas de 16 mil casos a cada 100 mil mulheres no ano de 2016, em Pernambuco estudos

apontam que anualmente ocorrem cerca de mais de 2 mil casos novos para cada 100.000
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mulheres (INCA, 2015). Entre as principais causas desta neoplasia esta a exposi¢do ao Human
Papilomavirus (HPV) (AGUIAR et al., 2014; MELO et al., 2016).

A Radioterapia (RT) é uma das mais importantes modalidades ndo cirdrgicas no
tratamento do céncer. No entanto, a eficacia do tratamento € limitada devido aos efeitos
adversos exacerbados que surgem nos tecidos normais, circunvizinhos ao tumor, apés a
exposicao a radiagéo.

Estes efeitos estéo relacionados com o pardmento da radiossensibilidade individual e
que, por falta de técnicas, ndo séo previstos antes do inicio do tratamento. Portanto, fica clara
a importancia de medidas de precaugdo que possam ser utilizadas visando avaliar a
radiossensibilidade intrinseca de cada paciente em tratamento radioterapico, objetivando
otimizar os resultados pretendidos e servindo como medida de prevencéo aos efeitos adversos
durante e ap0s a terapéutica com radiacdo ionizante, o que pode se mostrar altamente benéfico
ao paciente. Um biomarcador bastante utilizado para identificacdo de genotoxicidade
provocada por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, € o teste de microntcleo (KIRSCH-
VOLDERS et al. 2003).

Com base no exposto acima, o presente trabalho propGe avaliar se existe correlagdo
entre a frequéncia de micronucleo de amostras de sangues irradiadas in vitro com as respostas

clinicas apresentadas pelas pacientes ap0s o tratamento radioterapico.

MATERIAL E METODOS
Populacédo estudada e aspectos éticos

O estudo realizado foi do tipo experimental ou ensaio clinico ndo randomizado,
iniciado ap6s aprovacgdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal de Pernambuco sob parecer de nimero 1.737.624. Antes do

inicio do experimento, todos os individuos assinaram o Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido (TCLE). Apds a assinatura do TCLE, os individuos responderam a um
questionario com dados epidemiolégicos e clinicos, sendo também, consultado o prontuério
da voluntéria paciente para complementar as respostas do questionario, bem como, coletadas
amostras de sangue por pungao venosa.

O presente estudo incluiu mulheres com diagndstico histopatoldgico de cancer de colo
uterino com indicacdo para tratamento radioterapico contra o cancer, que foram atendidas em
servigo especializado no Centro de Radioterapia de Pernambuco — CERAPE, do Hospital do
Céncer de Pernambuco, e que atenderam aos critérios de inclusdo, sendo eles: pacientes que
assinaram o TCLE, maiores de 18 anos, diagnosticadas com cancer de colo de Utero, que ndo
estivessem realizando quimioterapia, e que ndo tivessem sido expostas a radiacdo ionizante

nos Ultimos trés meses contados da data de inicio da radioterapia.

Coleta e irradiacdo das amostras

Amostras de sangue periférico (9 mL por individuo) foram coletadas de pacientes
voluntarias (N = 10), utilizando coletor (seringa) para sangue e tubo contendo heparina
sodica, como anticoagulante.

A coleta da amostra de sangue foi realizada no momento da consulta da paciente, antes
do inicio do tratamento radioterapico. Parte dessa amostra foi utilizada como grupo controle e
a outra parte da amostra foi separada em seringas, para a irradiacdo in vitro. As seringas
foram acondicionadas em um fantoma, construido com um material de densidade semelhante
a do tecido mole humano (p = 1,0 g/cm®). Este aparato foi levado a um acelerador linear
(Siemens/ Modelo Primus), pertencente ao Instituto Materno Infantil de Pernambuco — IMIP,
para serem irradiadas com raios-X de energia de 6 MeV, por 2 minutos, em dose total de 200
cGy, além disso, no tratamento com a radiacdo ionizante externa (teleterapia) das voluntarias
foi empregada a técnica "Caixa", que se trata da aplicacdo de um feixe de luz visivel em um

campo quadrado que delimita o local (campo de irradiacdo). Este campo inclui
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inevitavelmente 2/3 da vagina, 50% da bexiga, atingindo o segmento do reto e partes do
intestino delgado (CABRAL, 2015), sendo empregado 0 mesmo maquinario, porém, as
pacientes foram irradiadas no Centro de Radioterapia de Pernambuco (CERAPE).

Apo6s a irradiagdo in vitro, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Modelagem e Biodosimetria Aplicada (LAMBDA/GERAR), para a realizagdo do cultivo

celular e confeccdo de 1aminas para visualizacdo e anélise dos micronucleos.

Cultivo celular

O cultivo celular para o ensaio de micronucleos seguiu 0 método descrito por Fenech
(1985, 2007) e adaptado pela Agéncia Internacional de Energia Atomica (IAEA), (2011).
Foram utilizados 4 mL de meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 20% (1 mL) de
soro fetal bovino e 2% (0,1 mL) de fitohemaglutinina, para estimular a divisdo celular. Em
seguida, foram adicionados 0,4 mL de sangue total. A cultura foi incubada em estufa de CO,
(5%) a 37° C por 72 horas. Ap0s transcorridas 44 horas de incubac¢édo, foram adicionados 0,2
mL a cultura citocalasina B, numa concentracao final de 5 pg/mL, para a obtencéo de células

linfocitarias binucleadas (FENECH, 2007).

Retirada da cultura

Apbs completar 72 horas de incubacdo da cultura de linfécitos, o material foi
transferido para um tubo afunilado para ser centrifugado a 300 g por 5 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi desprezado, sendo realizada a lavagem do sedimento com 7 mL de solucao
de NaCl (0,9%) gelado para haver o choque hipoténico dessas células, sedo capaz de provocar
a lise da membrana plasmatica dos linfécitos e desprezar o citoplasma, facilitando a obtencao
de uma suspensdo nuclear e em seguida foi realizada imediatamente a centrifugagdo. Em
seguida, foi adicionado 1 mL de fixador delicadamente, que consiste em metanol e acido

acético na proporcdo de 3:1. O material passou por algumas centrifugacfes até que o
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sobrenadante estivesse visivelmente limpido. As células foram ressuspendidas com cerca de 1

mL do fixador.

Preparo das laminas

Para o preparo das laminas, foram gotejadas de 50 mililitros da suspenséo de células
por lamina devidamente identificadas e as mesmas foram coradas com Giemsa. A lamina
corada foi analisada ao microscopio 6ptico na objetiva de aumento de 20X, percorrendo a
lamina para a observacdo de células binucleadas, sendo quantificadas 1000 células
binucleadas de cada individuo (FENECH, 2007), em um total de células binucleadas
analisadas de 54677 células binucleadas. As analises dos micronucleos ocorreram em objetiva
de aumento de 100X, em um microscopio 6ptico modelo E 100, marca NIKON. A captura das

imagens foi realizada por meio de cdmera 13 megapixels do aparelho Lenovo vibe K5.

Aplicacao do questiondrio clinico e epidemioldgico

Antes e ao final do tratamento radioterdpico, no momento de suas consultas, as
pacientes voluntarias responderam o questionario clinico e epidemioldgico, elaborado
especificamente para o presente trabalho. Os dados clinicos e os dados laboratoriais foram
coletados através de questionario, anamnese clinica, bem como, a consulta ao prontuario das

pacientes para complementacdo dos questionamentos.

Anélise estatistica

As varidveis qualitativas foram expressas por frequéncias absolutas e relativas,
enguanto as variaveis gquantitativas foram expressas por médias e desvio padrdo. Para avaliar
a normalidade dos dados obtidos, foi empregado o teste de D" Agostino (LUCAMBO, 2008).
Para avaliar a correlacdo entre as frequéncias de micronicleos e os efeitos adversos

observados, foi utilizado o teste de Correlagdo de Pearson (MORETTIN, BUSSAB, 2010).
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Para a comparacdo entre as frequéncias de micronlcleos, antes e apos a irradiagdo, foi
utilizado o teste t-Student. Para todas os testes, foi adotado o nivel de significancia de 5%,
sendo as analises realizadas por meio do programa BioEstat, versdo 5.0 (BRAGANCA-

PEREIRA, 1991).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram avaliadas 10 voluntérias (identificadas por P1 a P10), com idades que
variaram entre 23 a 78 anos. Com base nos dados obtidos a partir do questionério clinico e
epidemioldgico, foi constatado que ove voluntaria que tiveram filho e apenas uma, relatou ndo
ter filho. Com relacéo ao nivel educacional, uma dessas mulheres, relatou ter cursado o ensino
meédio incompleto, oito delas, relataram ter o ensino fundamental incompleto e uma relatou
ser analfabeta. Apenas quatro delas relataram uso de fumo e seis consumiam alcool. Oito
delas foram diagnosticadas com o cancer ha menos de seis meses e duas, com mais de seis
meses. Quanto as caracteristicas do cancer, de acordo com a International Federation of
Gynecology and Obstetrics (FIGO) (CARVALHO et al., 2016), foram identificadas sete
pacientes em estadio I11B, duas em 1IB e uma mulher em estadiamento 1B (NOWAKOWSKI
et al., 2016). Todas, relataram algum tipo de co-morbidade antes do tratamento, tais como:
hipertensdo, infeccdo urinaria, diarréia e constipacdo conforme descrito em Tabela 1.

Todas as pacientes receberam radioterapia pélvica externa adjuvante através de uma
maquina de acelerador linear no Centro de Radioterapia de Pernambuco (CERAPE) em
alguns casos foi necessaria a complementacdo com a braquiterapia. No total foi administrada
dose total diaria de 200 centigrays (cGy). O protocolo seguido de tratamento radioterapico, foi

o0 da proépria instituicdo de acordo com apresentacdo e a localizacéo tumoral.
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Tabela 1 - Frequéncia de pacientes, por caracteristicas clinicas apresentadas, antes do tratamento radioterapico.

(N =10).

Caracteristicas clinicas apresentadas Frequéncia

pelas pacientes antes do tratamento (%)
Tempo do diagnéstico
<6 meses 80
>6 meses 20
Tabagismo 60
Cancer na familia 50
Etilista 60
Infeccdo Urindria 20
Hipertensio 30

Os sinais clinicos foram relatados pelas mulheres, sendo essas guiadas pelas perguntas
do questionario clinico e epidemiologico e essas respostas associadas com a frequéncia de
micronucleos das amostras controle e irradiadas das pacientes.

Além dos efeitos colaterais descritos outras reaces adversas foram mencionadas, tais
como: célicas abdominais, avermelhamento na pele da vagina e coceira, sendo consideradas
ocorréncias frequentes. No exercicio clinico é habitual encontrar pacientes que finalize o
tratamento sem apresentar qualquer reacdo adversa, ou justifique algumas reacdes leves e/ou
moderados - classificados como efeitos adversos.

Porém, houve um pequeno grupo de pacientes que necessitou da suspensao temporaria
do tratamento por ocorréncia de efeitos adversos secundarios agudos, subagudos e/ou
crénicos, sem que exista diferenciacdo na terapéutica empregada que justifique tal
manifestagdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Sendo assim, nesses casos, o0 tratamento foi
interrompido temporariamente em trés pacientes. Tal descontinuidade se deveu ao fato das
pacientes alegaram crise de ansiedade e por apresentarem efeitos adversos agudos (fistulas
retovaginal). Por conseguinte, duas delas tiveram que receber uma dose menor que a
preconizada na literatura para a teleterapia, por apresentarem reacdes secundarias agudas

durante a exposicéo a radiacéo ionizante (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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Das pacientes, trés tiveram a necessidade de passar por procedimento cirirgico para a
retirada total do Utero (histerectomia total), conjunto ao tratamento. Entretanto, duas relataram
ja ter passado por procedimento cirdrgico de histerectomia total previamente ao tratamento.
Todas as pacientes fizeram quimioterapia concomitantemente a radioterapia e trés dessas
pacientes se submeteram a braquiterapia (P4, P7, P8) (Tabela 2).

No que se refere ao controle local da doenca durante o tratamento, 80% delas nédo
apresentaram qualquer tipo de evolugdo da doenga apds os primeiros dois meses e tiveram
uma resposta satisfatéria ao tratamento, no entanto, em duas dessas mulheres, houve
constatacdo de persisténcia da doenca e uma paciente evoluiu para dbito, apds diagnostico de

metéastase.

Tabela 2 — Esquema de dose e procedimentos apds radioterapia, com evolugdo do tratamento recebido
por cada voluntéria avaliada.

Dose Resultado apés
Paciente radioterdpica tratamento Evolugéo
total empregada | radioterapia externa
7920cGy Quimioterapia Internagdo por complicacfes pds
P1 tratamento
P2 700cGy Quimioterapia Alta casa
P3 6440cGy Quimioterapia Alta casa
600cGy Braquiterapia + Obito
P4 quimioterapia
p5 5040cGy Quimioterapia Internagdo por complicacfes pds
tratamento
P6 5040cGy Quimioterapia Alta casa
4500cGy Braquiterapia + Alta casa
p7 quimioterapia
5040cGy Braquiterapia + Alta casa
P8 quimioterapia
P9 700cGy Quimioterapia Alta casa
P10 5040cGy Quimioterapia Alta casa

Foi realizada a quantificacdo de micronucleos, nas amostras das pacientes em
tratamento radioterapico, de acordo com o protocolo padrdo da instituicio (HCP). As

frequéncias de micronucleos variaram de 0,0009 a 0,0071 (média e desvio padrdo de 0,0038 *
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0,0016), para as amostras néo irradiadas (controles), e de 0,0055 a 0,0132 (0,0078 + 0,0022),
para as amostras irradiadas. Como esperado, as frequéncias de microndcleos das amostras
irradiadas foram maiores, o que foi confirmado pelo teste t-Student, o qual indicou que existe
diferenca significativa entre os valores (p-valor < 0,0001), ao nivel de 5% de significancia.

Fenech (2001, 2011), em seus mais diversos estudos afirma que a frequéncia de
micronulcleos em linfocitos de sangue periférico de pessoas ndo expostas pode variar de
0,0008 a 0,0036 MN, valores esses que podem ser influenciados por hébitos de vida,
ocupacdo, cultura e até mesmo pelas estagdes do ano. No entanto, Barbosa (2003) e Barbosa e
colaboradores (2005), em seus estudos mostram que a frequéncia de MN em individuos néo
irradiados estdo entre 0,0008 a 0,0013 MN. Sendo assim, o valor médio da frequéncia de MN
encontrados para as amostras ndo irradiadas, no presente trabalho, mostra-se superior aos
descritos nos estudos citados acima, 0 que ja era esperado, uma vez que as pacientes avaliadas
ja estavam sendo sensibilizadas pelo quimioterapico cisplatina, ou seja, as células ja vinham
sofrendo com a agio aneugénica do farmaco (MISIK et al., 2016).

A Figura 1 apresenta as frequéncias de MN de células binucleadas linfocitarias, por
doadora, de P1 a P10, sendo a amostra sanguinea subdividida em controle e irradiado. A
andlise estatistica mostrou que houve uma forte correlacdo positiva entre as frequéncias de
micronlcleo antes e ap6s a irradiacdo (r = 0,8974; p-valor = 0,0004), indicando que,
provavelmente, mesmo antes das amostras serem irradiadas, ja é possivel se prever a presenca

de efeitos adversos em pacientes que serdo submetidas a radioterapia.
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Figura 1 - Frequéncias de micronicleos em amostras controle e irradiadas.
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Para a analise da correlacdo entre frequéncia de micronucleos e o0s sintomas
apresentados, foi adotada uma classificacdo de identificacdo da gravidade dos sintomas,
segundo os Critério de Escore para Morbidade Aguda por Radiacdo (CEMAR) do Radiation
Therapy Oncology Group (RTOG) (SILVEIRA,2013). Foram considerados 6 (seis) sintomas
principais, sendo eles: enjoos, diarreia, vomitos, queimaduras (vermelhiddo e bolhas), feridas
cutaneas e fistulas. O Enjoo foi classificado como MUITO LEVE; Diarréia, LEVE; Vomitos e
feridas cutaneas, MODERADO; Queimaduras (vermelhiddo e bolhas), GRAVE; e Fistulas,
GRAVISSIMO. Para a quantificacdo da gravidade desses sintomas, adotou-se uma escala de
0 a 5, onde: 0 — AUSENCIA DE SINTOMA; 1 — MUITO LEVE; 2 — LEVE; 3 —
MODERADO; 4 — GRAVE; 5 — GRAVISSIMO. Apés a identificacio da presenca de cada
sintoma, por paciente, foi obtida uma média, referente a pontuacdo dos sintomas que a

paciente apresentou (Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncia de microntcleo e média das pontuacGes dos sintomas apresentados pelas pacientes.

N . Sintomas relatados pelas Média de
Frequéncia de MN . o .
. . pacientes pontuagéo
Pacientes | Estadiamento
. Néo Irradiados
irradiados
Fistula reto-vaginal, feridas
P01 1B 0.0034 0.0084 no perimetro irradiado e 2.00
queimaduras
P02 B 0.0029 0.0056 | Dorno perimetro irradiado, 0.71
anorexia e diarreia
P03 I B 0.0029 0.0069 Enjoos, anorexia, diarreia, 1.00
Vomitos, edema em
P04 B 0.0034 0.0063 membros inferiores, diarreia, 0.83
dor no perimetro irradiado
Nauseas, diarreia, dor no
P05 1B 0.0071 00132 | Perimetro irradiado, rubor, 2.33
bolhas na pele e fistula
retovaginal
Nduseas, diarreia, cefaleia,
P06 IB 0.0050 0.0085 | dorno perimetro irradiado, 2.33
rubor, bolhas na pele e fistula
retovaginal
Nduseas, diarreia, cefaleia,
P07 I B 0.0045 0.0076 dor no perimetro irradiado, 1.20
rubor e bolhas na pele
P08 B 00009 | 00055 | DOrnoperimetro irradiado, 0.33
nduseas e fraqueza muscular
P09 B 0.0034 0.0069 | DO o perimetro irradiado, 0.67
diarreia e enjoos
Bolhas, queimaduras, dor no
P10 B 0.0043 0.0089 perimetro irradiado e 0.80
constipagdo

* Em 1000 células binucleadas de linfocitos

** Para a quantificacdo dos sintomas, foram considerados enjoos (pontuacdo: 1,0): diarreia (pontuacdo: 2,0); vomitos e
feridas cutaneas (pontuagdo: 3,0), queimaduras (vermelhiddo e bolhas) (pontuagdo: 4,0) e fistulas (pontuacdo 5,0), de acordo
com o critério adotado.

A analise estatistica para a determinacdo da correlacdo da frequéncia de micronucleos
e a presenca dos sintomas mostrou gque existe uma forte correlacéo positiva significativa, para
amostras irradiadas (r = 0,7614; p-valor = 0,0105), e para as amostras nao irradiadas (r =
0,7896; p-valor = 0,0066), o que vem confirmar a hipétese de que, mesmo antes de serem
irradiadas, amostras coletadas de pacientes que se submeteram ao tratamento quimioterapico
ja podem ser utilizadas como bioindicador para o possivel surgimento de rea¢fes adversas em

pacientes que serdo submetidas a radioterapia.
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Quando os sintomas foram considerados de forma separada, foi observada uma
correlagéo positiva moderada significativa para os sintomas queimaduras (r = 0,6228, p-valor
= 0,0406), feridas e fistulas (r = 0,6263, p-valor = 0,0392, para cada sintoma). Para vomitos,
enjoos e diarréia, ndo foram observadas correlagdes significativas.

O uso do teste de MN tem se mostrado um biomarcador importante na identificacdo de
exposicdo humana a agentes mutagénicos e clastogénicos, além disso, tém sido cada vez mais
sensiveis a baixas doses de exposi¢do, incluindo o contato com substancias quimicas
industrializadas, poluentes atmosféricos, incluindo a radiacdes ionizantes (VILANOVA et al.,
2015).

Plamadeala e colaboradores (2015), discorre sobre o projeto internacional envolvendo
grupos, paises e instituicGes, para juntos estudar a frequéncia de micronicleo humano
(HUMN), estudou grandes populagcdes, com inimeros fatores que poderiam influenciar os
parametros citogenéticos. Este autor afirma ainda que, ndo existe a correlacdo da frequéncia
de MN com efeitos letais para os pacientes exposto a radioterapia, o que difere do observado
em nosso estudo. No entanto, € importante salientar que as analises realizadas pelos autores
citados acima, foram realizadas utilizando amostras coletadas dos pacientes apos o tratamento
(FENECH, 2001, 2011). J& no presente estudo as amostras foram coletadas antes da
submissdo a radioterapia.

A quantificacdo de MN é uma técnica bem estabelecida, no entanto, para predizer a
radiossensibilidade, o teste devera empregado antes do inicio do tratamento (TUCKER et al.,
2013), 0 que ocorreu no presente trabalho.

Diversos motivos incentivam pesquisadores a investigar a associacdo de efeitos
deletérios apos a terapéutica com radiagdo ionizante em pacientes com cancer de Utero, com

os efeitos secundérios a radiacdo, tais como efeitos gastrointestinais, geniturinarios, entre
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outros, pudessem ser minimizados, concebendo maior qualidade de vida a esses individuos
(ENCHEVA et al., 2012; VILANOVA et al., 2015).

As voluntérias identificadas por P1, P5 e P6, apresentaram sinais e sintomas de
algumas patologias como efeito colateral pds radioterapia, sendo caracterizadas como as
voluntarias mais sensiveis a radiacdo ionizante. Foram descritos os efeitos: feridas na pele,
queimaduras e fistula retovaginal. Esses efeitos foram descritos por Ferreira e colaboradores
(2015) como a proliferacdo de tecido fibroso da endartéria e consequente oclusdo vascular
(endarterite obliterante progressiva), a qual causa a obstrucdo da vascularizagdo local, o que
resulta em necrose/ruptura das superficies mucosas. Ainda segundo esses autores, cerca de
2% de todas as pacientes submetidas a essa terapéutica desenvolverdo essas complicacdes em
até 30 anos apés o tratamento.

Na Figura 2 sdo apresentadas as células obtidas das amostras da voluntaria P5, o que
contribuiu para a confirmacdo da hipotese de que as frequéncias de MN podem estar
relacionadas com a exacerbacdo do sinais e sintomas apresentados durante a radioterapia.

O principal resultado aqui obtido foi a correlacdo de frequéncia de MN com a
sintomatologia adversa apresentada pelas pacientes, apds o tratamento radioterapico
(CAMPOS et al.,, 2008). Alguns estudos mostram que o teste de MN €é uma O6tima
possibilidade para o uso clinico de rotina. Porém, na maioria dos trabalhos, o ensaio do MN
foi 0 mais estudado como um indicador do desenvolvimento de vérias neoplasias malignas,
tais como: cancer de cabeca e pesco¢o, mama, pulmdo e Gtero (SCOTT et al.,, 1999;

ENCHEVA et al., 2012).
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Figura 2 - Células linfocitarias binucleadas apresentando respectivamenteem A—1 MN,B -2 MNe C -3 MN
da paciente P5 (FONTE: Propria autora)

Mozdarani e colaboradores (2005), em seus estudos, afirmaram que mesmo existindo
o efeito deletério da radiacdo, ele estd intimamente relacionado ao tipo de cancer, 0 esquema
de fracionamento e a dose aplicada.

Alguns estudos mostram que a variagdo nos valores de frequéncia de MN ocorre desde
0 grupo controle até as amostras irradiadas. Desta forma, o aparecimento de MN pode estar
atribuido a exposicdo a agente genotdxico e a falha na capacidade de reparacdo do DNA
(WIDEL et al., 2003).

A exposicdo aos mais diversos agentes clastogénicos e/ou genotdxicos, tais como,
poluentes e aos raios UV, sdo descritos como causadores de modificadores do DNA. No

presente estudo, foi descartada a possibilidade de radioindugdo por UV, pois 100% das
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mulheres estudadas tinham igual ou menor que 10 minutos de exposicdo diarias ao sol
(DEMIRCIGIL et al., 2014).

Por conseguinte, na irradiagdo aguda, € comum a presenca de alguns efeitos adversos
conforme a dose de radiagdo ionizante absorvida individualmente. S&o elas: nauseas, vomitos,
diarreia e as radiodermites (sindrome cutanea da radiacdo) (PORTAS et al., 2013). O tempo
meédio desses sintomas também esté relacionado com a caracteristica pessoal, por exemplo,
em caso em que a irradiagdo ocorre em doses de 100 a 200 cGy, nduseas e vOmitos aparecem
dentro de um prazo de 6 horas apds a exposicdo (AMARAL; FERNANDES; CAVALCANTI,
2008).

O presente estudo evidenciou que o aumento da frequéncia de MN tem uma correlagao
positiva entre o surgimento dos sintomas adversos. No entanto, divergindo dos resultados aqui
obtidos, Encheva e colaboradores (2012), afirmam que o teste de MN ndo é capaz de
identificar a sensibilidade a radiacdo ionizante, mas que, porém, existem diferencas apos a
exposicdo a 1,5 Gy na irradiacdo in vitro. No presente estudo também foi observado variacoes
interindividuais entre as pacientes avaliadas; enquanto alguns pacientes apresentaram efeitos
secundarios e baixas frequéncias de micronicleos, outras manifestaram sintomas
significativos ou efeitos colaterais secundarios, mesmo com alta frequéncia de microndcleos.

Segundo Baeyens e colaboradores (2002), a idade e a ocorréncia de cancer na familia
estdo diretamente relacionadas com a quantidade de micronucleos apresentado. No entanto,
ndo foi observada correlacdo entre idade e frequéncia de micronlcleos para as amostras
avaliadas no presente trabalho.

A literatura mostra que existe a necessidade de investir em alternativas tecnologicas
para predizer as doses a serem prescritas durante o tratamento com radiacdo ionizante

(MEDEIROS et al., 2016). No entanto, os resultados aqui obtidos indicam que o teste de MN
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pode ser um importante marcador de sensibilidade radioinduzidos se bem utilizado, podendo
prevenir os efeitos adversos e a parada imprevista da terapéutica.

Como relatado por Carvalho (2012), os mecanismos de sensibilidade a radiacdo ainda
ndo sdo claros, sendo em partes relatados por fatores clinicos envolvidos com os pacientes.
Porém, Barnett e colaboradores (2009), afirmam que apenas de 5 a 10 % dos pacientes sofrem
algum efeito adverso grave no tecido normal, o que diferiu dos resultados observados no
presente estudo, onde foi observado que metade das pacientes avaliadas apresentaram algum
tipo de efeito adverso tecidual (queimaduras, feridas e fistulas). Esta reacdo exacerbada nos
tecidos mais sensiveis faz com que seja limitada a dosagem de radiacdo submetida para o
individuo em tratamento. Além disso, a qualidade do equipamento de radioterapia envolvido,
é algo que deve ser levado em conta pois, a sua acuracia deve ser avaliada periodicamente
(INCA, 2000).

Para Fowler, Lindstrom (1992), enterite (diarreia e colicas abdominais) é o efeito
agudo mais habitual, ocorrendo em aproximadamente 70% das pacientes, na terceira semana
de tratamento. Ja os efeitos vesicais (disuria, urgéncia miccional), imediato a fase aguda da
irradiacdo, ocorrem em cerca de 30% dos casos. Entre os efeitos tardios, as alteracoes
gastrintestinais essas sao 0s mais consideraveis, pois em um elevado numero de pacientes,
tornam-se permanente, afetando assim a qualidade de vida.

Outros efeitos, englobam retites e as cistites cronicas, alem de, fistulas vésico-vaginais
e reto-vaginais, e os quadros de enterite com os mais diversos graus de obstrugéo intestinal
(NOVAES, 2016).

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que todas as pacientes avaliadas
apresentaram elevados numero de efeito adversos, de leves a gravissimos, sendo 0s mais

frequentes: enjoos, diarreia, vOmitos, queimaduras, feridas e fistulas.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem que a frequéncia de microndcleo pode ser utilizada
como teste preditivo para identificar a ocorréncia de efeitos adversos na regido genital em
pacientes portadoras de cancer de colo de U(tero que serdo submetidas ao tratamento

radioterapico.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que a frequéncia de micronicleo pode ser
utilizada como teste preditivo para identificar a ocorréncia de efeitos adversos na
regido genital em pacientes portadoras de cancer de colo de (tero que serdo

submetidas ao tratamento radioterapico.
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normalmente em recipientes de vidro o aparecimento de células duplicadas na amostra do
sangue da paciente voluntaria que estiver com cancer de Utero e em fase inicial para o
tratamento radioterapico no Centro de Radioterapia de Pernambuco - CERAPE (Hospital do
Céancer de Pernambuco).

- O tempo de participacdo do voluntario sera em média de 01 (um) més que podera
se estender por mais 01 (um) més. Sendo no primeiro momento, 0 paciente ao aceite de
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participar da pesquisa através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido - TCLE, respondera os questionarios clinico e epidemioldgico e fornecerd uma
amostra de sangue da veia de qualquer um dos bracos, que serd coletado apds as
respostas dos questionarios.

Coleta de amostras de sangue: Durante este estudo, o sangue do paciente sera
colhido (aproximadamente 9 mL, 2 colheres de sopa serdo colhidas) a amostra de sangue
serd coletada em apenas um momento, logo apds consulta de inicio ao tratamento
radioterapico, por um profissional qualificado, o préprio pesquisador, utilizando uma seringa
propria para esse uso, sem nenhum custo ao individuo participante. Os riscos da coleta de
sangue incluem desconforto temporério da agulha no braco, dor temporaria, inchaco no local
da agulha, equimose (mancha arroxeada) e, raramente, infeccéo.

Resposta ao questionario clinico e epidemiolégico: o paciente respondera o
questionario clinico e epidemioldégico no momento da sua consulta antecedendo o inicio do
tratamento radioterapico, durante o dia de sua consulta de término do tratamento
radioterapico, assim como, 0 pesquisador terd acesso ao seu prontuario para complementar
as respostas do questionario proposto. Os riscos do questionario clinico e epidemiolégico
incluem possibilidade de constrangimento por responder perguntas intimas, ou de nédo
entender os questionamentos sugeridos pelo pesquisador, porém, a entrevista ocorrera em
ambiente tranquilo, de forma individual, apenas com a presenca do pesquisador durante a
entrevista, todos os dados serdo mantidos em total sigilo sem qualquer tipo de exposicéo
para o paciente sobre as informagdes fornecidas para este estudo.

N&o havera beneficios diretos ao voluntario, porém, o estudo tentard comprovar
que através das amostras e respostas cedidas pelo paciente estudado, existem beneficios
indiretos em especial, para a populagdo em geral, uma vez que atualmente muitas pessoas
estdo em contato com fatores que podem desencadear o cancer ou pelo fator de heranca
familiar para essa doenca.

O estudo tenta beneficiar a todos através da pesquisa de uma nova tecnologia que
possibilitard a identificacdo de células sensiveis ao tratamento radioterapico e da resposta
do corpo (resposta clinica) a esta forma de tratamento, sendo assim, ap6s o uso dessa
tecnologia a presente pesquisa mostrara que havera a necessidade de reajuste individual do
tratamento radioterapico para a necessidade daquele paciente com cancer de colo uterino.
Além do mais, o0 paciente voluntario possibilitara o aprimoramento dos profissionais de
saude sobre essa tematica e ajudara na protecdo das pessoas que estiverem em contato
com as radia¢des durante o tratamento para o cancer de Utero.

As informagfes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacBes cientificas, ndo havendo identificacdo das voluntarias, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a participacao das
voluntérias.

Os dados coletados nesta pesquisa entrevista e dados clinicos ficardo armazenados
em pastas de arquivo no computador pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora, no
endereco Rua Serinhaém, n°. 315, Boa vista, Caruaru - Pernambuco, pelo periodo de
(minimo) 5 anos. Garantimos que, se houver necessidade, as despesas para a sua
participacdo serdo assumidas ou ressarcidas (deslocamento e alimentacdo) pela
pesquisadora. Fica também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extrajudicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitéria, Recife - PE,
CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br.

(Assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIA

Eu, ,CPF , abaixo
assinado pelo meu representante legal, apds a escuta da leitura deste documento e ter tido
a oportunidade de conversar e esclarecido as minhas dulvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS NA
RADIOSSENSIBILIDADE DE PACIENTES COM CANCER DE COLO UTERINO, como
voluntaria. Fui devidamente informada e esclarecida pela pesquisadora sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacéo.

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade.

A rogo de , que é nao
alfabetizado/juridicamente incapaz elou deficiente visual,
eu , assino o presente

documento que autoriza a sua participacéo neste estudo.

Local e data

Assinatura;

Digital Opcional

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite
da voluntaria em participar.

Nome;: Assinatura:

Nome: Assinatura:
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APENDICE B - Termo de consentimento livre e esclarecido - (TCLE) (para
maiores de 18 anos ou emancipados - resolucéo 466/12).

é
USIPA[DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA DE SANTO ANTAO
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM SAUDE HUMANA E MEIO AMBIENTE

| [g
e~

&

Y,
tS.

<
£

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - (TCLE)
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOQOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos a Sra. para participar, como voluntaria, da pesquisa FREQUENCIA DE
MICRONUCLEOS NA RADIOSSENSIBILIDADE DE PACIENTES COM CANCER DE COLO
UTERINO, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Catia Simone Ferreira Silva,
residindo a Rua Serinhaém, n°. 315, Boa vista, Caruaru — Pernambuco, CEP 55038-015,
contato celular 81-99521-7213 e e-mail: catiasimonefs@gmail.com, para contato do
pesquisador responsavel (inclusive ligagbes a cobrar) e esta sob a orientagdo de: Profa.
Dra. Edvane Borges da Silva Telefones para contato: 81-99946-5120, e-mail
edvborges@yahoo.com. Também participa desta pesquisa: Profa. Dra. Mariana Brayner
Cavalcanti Freire Bezerra, Telefones: 81- 2126-8252.

Caso este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE contenha
informacgdes que ndo lhe sejam compreensivel, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa
gue esta lhe entrevistando e apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados
e concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubrique ou carimbe com a digital do
polegar direito as folhas e ao final deste documento, que esta em duas vias, uma via lhe
sera entregue para que possa guarda-la e a outra ficard com o pesquisador responsavel.

Caso nao concorde nao havera penalidade, bem como sera possivel retirar o
consentimento a qualquer momento, também sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

- Descri¢do da pesquisa: Avaliar por meio de uma amostra de sangue retirada da
veia de qualquer um dos bragos por um profissional qualificado e habilitado analisando esta
amostra em um ambiente controlado e fechado de um laboratério e que serdo feitos
normalmente em recipientes de vidro o aparecimento de células duplicadas na amostra do
sangue da paciente voluntaria que estiver com cancer de Utero e em fase inicial para o
tratamento radioterapico no Centro de Radioterapia de Pernambuco - CERAPE (Hospital do
Céancer de Pernambuco).

- O tempo de participac@o do voluntario sera em média de 01 (um) més que podera
se estender por mais 01 (um) més. Sendo no primeiro momento, 0 paciente ao aceite de
participar da pesquisa através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido - TCLE, respondera os questionarios clinico e epidemiolégico e fornecera uma
amostra de sangue da veia de qualquer um dos bracos, que serd coletado apds as
respostas dos questionarios.

Coleta de amostras de sangue: Durante este estudo, o sangue do paciente sera
colhido (aproximadamente 9 mL, 2 colheres de sopa serdo colhidas) a amostra de sangue
sera coletada em apenas um momento, logo apOs consulta de inicio ao tratamento
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radioterapico, por um profissional qualificado, ou seja, o proprio pesquisador, utilizando uma
seringa propria para esse uso, sem nenhum custo ao individuo participante. Os riscos da
coleta de sangue incluem desconforto temporario da agulha no braco, dor temporaria,
inchaco no local da agulha, equimose (mancha arroxeada) e, raramente, infec¢ao.

Resposta ao questionario clinico e epidemiolégico: o paciente respondera o
questionario clinico e epidemioldégico no momento da sua consulta antecedendo o inicio do
tratamento radioterapico e durante o dia de sua consulta de término do tratamento
radioterapico, assim como, o pesquisador terd acesso ao seu prontuario para complementar
as respostas do questionario proposto. Os riscos do questiondrio clinico e epidemiolégico
incluem possibilidade de constrangimento por responder perguntas intimas, ou de ndo
entender os questionamentos sugeridos pelo pesquisador, porém, a entrevista ocorrera em
ambiente tranquilo, de forma individual, apenas com a presenca do pesquisador durante a
entrevista, todos os dados serdo mantidos em total sigilo sem qualquer tipo de exposicéo
para o paciente sobre as informacdes fornecidas para este estudo.

N&o havera beneficios diretos ao voluntario, porém, o estudo tentard comprovar
que através das amostras e respostas cedidas pelo paciente estudado, existem beneficios
indiretos em especial, para a populagdo em geral, uma vez que atualmente muitas pessoas
estdo em contato que fatores que podem desencadear o cancer ou pelo fator de heranca
familiar para essa doenca.

O estudo tenta beneficiar a todos através da pesquisa de uma nova tecnologia que
possibilitard a identificacdo de células sensiveis ao tratamento radioterapico e da resposta
do corpo (resposta clinica) a esta forma de tratamento, sendo assim, ap6s 0 uso dessa
tecnologia a presente pesquisa mostrara que havera a necessidade de reajuste individual do
tratamento radioterapico para a necessidade daquele paciente com cancer de colo uterino.
Além do mais, o0 paciente voluntario possibilitara o aprimoramento dos profissionais de
saude sobre essa tematica e ajudara na protecdo das pessoas que estiverem em contato
com as radia¢des durante o tratamento para o cancer de Utero.

Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo das voluntéarias, a
nao ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a participacao
das voluntarias.

Os dados coletados nesta pesquisa entrevista e dados clinicos ficardo
armazenados em pastas de arquivo no computador pessoal, sob a responsabilidade da
pesquisadora, no endereco Rua Serinhaém, n°. 315, Boa vista, Caruaru - Pernambuco, pelo
periodo de (minimo) 5 anos. Garantimos que, se houver necessidade, as despesas para a
sua participacdo serdo assumidas ou ressarcidas (deslocamento e alimentacdo) pela
pesquisadora. Fica também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extrajudicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitéria, Recife - PE,
CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(Assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIA

Eu, ,CPF , abaixo assinado
apos a leitura (ou a escuta desta leitura) deste documento e de poder ter tido a oportunidade
de conversar e esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo
em participar do estudo FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS NA RADIOSSENSIBILIDADE
DE PACIENTES COM CANCER DE COLO UTERINO, como voluntaria.

Fui devidamente informada e esclarecida pela pesquisadora sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data:

Assinatura do participante:

Digital opcional

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite
da voluntaria em participar.

Nome: Assinatura;

Nome;: Assinatura;
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APENDICE C - Questionario Clinico Epidemiolégico
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA DE SANTO ANTAO
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM SAUDE HUMANA E MEIO AMBIENTE
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QUESTIONARIO CLINICO E EPIDEMIOLOGICO

Nome: NuUmero do Prontuario:
Data de nascimento: Procedéncia:

Renda familiar: Escolaridade:

Estado civil: Ocupagéo:

Idade da primeira menstruagéo:

Gestagéo (6es)? Parto(s)? Parto(s)Natural(is)?
Cesariana(s)? Aborto(s)? Filhos ? Gestacédo
gemelar?

Ma formacéo na gestacgédo (s)? Sim ( ); Néo ()

Outro  (os) tipo(os) de Cirurgia(as)? Sim ( ); Nao (), qual
(is)?

Faz uso de horm6nio? Sim ( ); N&o ( ), Se sim, qual(is)?

Faz uso de preservativo? Sim ('); N&o (), Se sim, com qual frequéncia?

Cancer em parentes de 1° Grau? Sim (); Nao (); Se sim, qual(is)?

Faz uso de &lcool Sim ( ); Nao ( ); Faz Uso De Drogas Sim ( ); N&o ( ); Fumante: Sim ( );
Nao ()

Teve algum outro tipo de cancer? Sim ( ); N&o ( ) Se sim, qual(is)?

e a quanto tempo?

A quanto tempo foi diagnosticada com céncer de Utero: < 6 Meses ( ); 6 Meses ou mais ( );

Estadiamento: 1AL ( ); IA2 ( ); 1AL ( ); HA( ); A ( ); 1B (); 1BL( ); 1B2( ); IB (), B ( );
IVA ().

Esquema terapéutico:

Distlrbios Orgénicos:
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Hipertensao Arterial ( ); Hipotireoidismo ( ); Hipertireoidismo ( ); Diabetes ( ); Epilepsia ( );
Diarreia ( ); Constipacdo ( ); HIV positivo ( ); Infeccdo urinéria ( ); Cardiopatias ( );
Sangramentos ( ); Anemia ( ); Parasitoses intestinais ( ); Episddios de nauseas ( );
Episédios de vomitos ( ); Desmaios ( ); Coceiras ( ); Doencas infecciosas ( );
Outros:

Exames laboratoriais

Glicemia de jejum; TGO; TGP;
Hemograma completo; Hemoglobina; HIV;
Creatinina sérica; Papanicolau; Bidpsia;

Na regido pélvica e adjacéncias
Sente dor na pelve? Sim ( ); N&o ( );
Se sim, qual a intensidade? Leve ( ); Moderado( );Intenso ( ).

Sente fogachos? Sim ( ); N&o ( ); Se sim, onde?

Dificuldades para urinar? Sim ( ); Nao ( ). Sente dor ao urinar? Sim ( ); N&o ( ).

Se dor, qual a intensidade? Leve ( ); Moderado( ); Intenso ( ).

Qual a apresentagdo da urina: Pouca quantidade ( ); moderada ( ); muita ( );

Qual a cor da urina: limpida ( ); turva ( ); amarelo escuro ( ); sanguinolenta ( ); marrom ( ).

Qual o cheiro da urina? Forte ( ); fraco ( ); Se caracteristico, de que?

Quantas vezes vai ao banheiro por dia para fazer coc6?
Apresenta dificuldades para evacuar? Sim ( ); Nao ( ).
Qual a apresentacgdo das fezes: Pouca quantidade ( ); moderada ( ); muita ( );

Qual a cor das fezes: amareladas ( ); verdes( ); presenca de muco( ); sanguinolenta ( );
marrom ( ).

Sente inchago(s) na regido pélvica e/ou vaginal? Sim ( ); N&o ( ). Onde?

Atualmente esté ativa sexualmente? Sim ( ); Nao ( ).
Se sim. Durante as relagdes sexuais sentiu algum tipo de desconforto? Sim ( ); N&o ().

Qual(is)? Se dor. Qual a intensidade? Leve ( ); Moderado ( ); Intenso ( ).

Existe presenca de flacidez na musculatura da vagina? Sim ( ); Ndo ( )

Existe presenca de enrijecimento na musculatura da vagina? Sim ( ); Nao ( )
Na pele
Existe presenca de alergia na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); N&o ( ).

Existe presenca de nédulos? Sim ( ); Nao ( ). Se sim, descreva:

Existem marcas ou cicatrizes detectaveis? Sim ( ); Nao ( ). Se sim,
descreva:

Existe presenca de avermelhamento na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); Nao ( ).

Existe presenca de bolhas na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); N&o ( ).
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Existe presenca de manchas claras na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); Nao ( ).
Existe presenca de manchas escuras na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); N&o ( ).
Existe presenca de atrofia na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); N&o ( ).

Existe presenca de erupcbes na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); Nao ().

Existe presenca de feridas na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); Nao ( ).

Existe presenca hecrose na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); Nao ( ).

Existe descamacédo na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); N&o ( ).

Se descamagc&o vaginal, qual tipo? Umida ( ) ou seca ( ).

Existe espessamento na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); N&o ( ).

Existe coceira na pele da vagina ou entorno? Sim ( ); Nao ( ).

Existe petéquias, purpura (hemorragia / sangramento na pele ou mucosa) ha pele da vagina

ou entorno? Sim ( ); N&o ().

Exposicdo a agentes genotoxicos ou agentes mutagénicos
Teve contato com agrotéxicos e/ou fertilizantes?Sim ( ); Nao ( ).

Se sim, qual e a quanto tempo? e com que frequéncia?

Quais tipos de agentes quimicos?

Como medicamentos? Sim ( ); N&o ( ). Inseticidas Sim ( ); Nao ().
Fungicidas, Sim ( ); N&o ( ). Herbicidas, Sim ( ); Nao ( ).
Fertilizantes, Sim ( ); N&o ( ).

Outros produtos quais?

Fica exposto ao sol sem a protecdo de protetor solar e/ou guarda sol ou chapéu? Sim ( );

N&o ( ). Se sim, por quanto tempo ao dia? e com que frequéncia?

Fez uso de raio — x ? Sim ( ); Nao ( ). Se sim, a quanto tempo?

Fez uso de tomografia? Sim ( ); Nao ( ). Se sim, a quanto tempo?




