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Resumo

A cisplatina (CDDP) associada a radioterapia (RT) é utilizada no tratamento de portadores
de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP). Ja é conhecido que tanto a
resposta ao tratamento como seus efeitos colaterais variam de individuo para individuo.
Uma possivel explicagao para o fato pode ser a variabilidade genética no metabolismo da
CDDP. O objetivo deste estudo foi o de verificar se habilidades herdadas no reparo de
lesbes do DNA, mediadas pelas enzimas ERCC1, XPC, XPD e XPF, alteram os efeitos
terapéuticos, colaterais e a concentracdo de CDDP urinaria em pacientes com CCECP.
Foram avaliados, de forma prospectiva, pacientes consecutivos com CCECP do Hospital
de Clinicas da UNICAMP, que receberam terapéutica com CDDP associada a RT. Os
genotipos dos polimorfismos XPC Lys939GiIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751Gin,
XPF T30028C e ERCC1 C118T foram analisados por meio da reagcdo em cadeia da
polimerase e digestao enzimatica em DNA de sangue periférico. A resposta ao tratamento
foi avaliada por meio de exame clinico e por tomografia computadorizada do pescoco. Os
efeitos colaterais ao tratamento foram graduados por meio de questionério e exames
laboratoriais. As toxicidades renal e auditiva foram avaliadas por meio do clearance de
creatinina estimado, da taxa de filtracdo glomerular com EDTA-"'Cr e de audiometria tonal
limiar, respectivamente, antes e apds o tratamento. As dosagens urinarias da CDDP
foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O significado estatistico das
diferencas entre grupos foi calculado pelos testes da probabilidade exata de Fisher ou qui-
quadrado, regressao logistica multipla e ANOVA. Portadores do alelo Gin do polimorfismo
XPC Lys939GiIn estiveram sob chance de 0,11 vezes (intervalo de confianga [IC] 95%:
0,03-0,40) menor de ototoxicidade. Pacientes com o alelo Asn e com o gendtipo Asn/Asn
do polimorfismo XPD10 Asp312Asn estiveram sob chance de 0,38 vezes (IC 95%: 0,14-
0,99) menor de nauseas, e 8,50 (IC 95%: 1,02-70,70) e 12,29 vezes (IC 95%: 1,19-
126,04) maior de resposta completa ao tratamento e ototoxicidade, respectivamente.
Portadores do genoétipo CC do polimorfismo XPF T30028C estiveram sob chance de 0,13
(IC 95%: 0,02-0,74) e 0,06 vezes (IC 95%: 0,007-0,67) menor de nauseas e vOmitos,
respectivamente. E, pacientes com o alelo T do polimorfismo ERCC1 C118T estiveram
sob chance de 0,33 vezes (IC 95%: 0,11-0,97) menor de vomitos. Concluimos que estes
polimorfismos desempenham papéis importantes na obtencéo de resposta a terapéutica e
na ocorréncia de efeitos colaterais. Acreditamos que estes resultados possam constituir a

base preliminar para o tratamento personalizado futuro de pacientes com CCECP.
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Abstract

Cisplatin (CDDP) associated with radiotherapy (RT) is used in treatment of patients with
head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). It is well known that both response to
treatment and side effects vary among individuals. A possible explanation for this may be
the genetic variability in metabolism of CDDP. The aim of this study was to access if
inherited ability to repair DNA damage, mediated by ERCC1, XPC, XPD and XPF
enzymes change the therapeutic side effects and urinary concentration of CDDP in
HNSCC patients. We evaluated prospectively, 90 consecutive HNSCC patients of
UNICAMP’s Hospital, who received CDDP associated RT as neoadjuvant, definitive or
palliative treatment. Genotypes of XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPDZ23
Lys751GIn, XPF T30028C and ERCC1 C118T polymorphisms were analyzed by
polymerase chain reaction and restriction enzyme digestion of peripheral blood DNA.
Treatment response was assessed by clinical examination and computed tomography of
neck. Treatment side effects were ranked through questionnaire and laboratory tests.
Renal and hearing toxicities were assessed using, respectively, estimated creatinine
clearance and glomerular filtration >’Cr-EDTA and pure tone threshold audiometry, before
and after treatment. Urinary doses of CDDP were performed by high performance liquid
chromatography. Statistical significance of differences between groups was calculated by
Fisher's exact probability test or chi-square, logistic regression and ANOVA. Carriers of
GIn allele of XPC Lys939GIn polymorphism had a 0.11-fold (95% confidence interval [CI]:
0.03-0.40) decreased risk of ototoxicity. Patients with Asn allele and Asn/Asn genotype of
XPD10 Asp312Asn polymorphism had a 0.38-fold (95% CI: 0.14-0.99) decreased risk of
nausea, and had a 8.50 (95% CI: 1.02-70.70) and 12.29-fold (95% CI: 1.19-126.04)
increased risks of complete response to treatment and ototoxicity, respectively. Carriers of
CC genotype of XPF T30028C polymorphism had a 0.13 (95% CI: 0.02-0.74) e 0.06-fold
(95% CI: 0.007-0.67) decreased risks of nausea and vomiting, respectively. And, patients
with T allele of ERCC1 C118T polymorphism had a 0.33-fold (95% CI: 0.11-0.97)
decreased risk of vomiting. We concluded that these genetic polymorphisms have
important roles in complete response rate and in occurrence of side effects. We believe
that this data may constitute preliminary basis of future personalized treatment of HNSCC
patients.

xli



xlii



Introducao

1. Consideracoes gerais

O termo carcinoma de células escamosas (CCE) de cabeca e pescoco (CP) é
usado para descrever tumores do tipo histolégico identificados na cavidade oral, faringe,
fossa nasal, seios paranasais e laringe (MENDENHALL et al., 2011).

O CCECP representa um grave problema de saude no mundo e € o sexto tipo de
cancer mais comum (MENDENHALL et al., 2011). Cerca de 645.000 novos casos do
tumor sao identificados a cada ano em todo o mundo e, 75% deles apresentam a doenga
em estagios avangados (lll ou 1V). Além disso s&o registradas aproximadamente 350.000
mortes ao ano decorrentes do CCECP (KAMANGAR et al., 2006; JEMAL et al., 2007;
RAGIN et al., 2007).

No Brasil, estima-se que no ano de 2014 ocorra 11,5 casos CCE de cavidade oral
e 7,0 casos de CCE de laringe, por 100.000 homens. J& taxas brutas de 3,9 e 0,7 casos
dos respectivos tumores, por 100.000 mulheres foram estimadas para 0 mesmo periodo
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014).

A idade média de apresentagcado da doenga € 64 anos e cerca de dois tergos dos
pacientes sdo homens (MENDENHALL et al., 2011). Entretanto, foi observado o declinio
desta proporcao nos ultimos anos, possivelmente devido ao fato de que as mulheres
adquiriram os habitos do tabagismo e o do etilismo.

Apesar dos avancos em abordagens diagndsticas e terapéuticas, ndo houve
aumento substancial na sobrevida média dos portadores da doenca nas ultimas décadas.
Cerca de 64% dos pacientes com CCECP sobrevivem por cinco anos; taxas maiores sao
observados em canceres orais quando em estagios iniciais (91%), e menores em tumores
de hipofaringe (31%) (MENDENHALL et al., 2011).

2. Fatores predisponentes para o CCECP

Os principais fatores envolvidos com a origem do CCECP s&o o tabagismo e o
etilismo crénicos (YANG et al,, 2009a; MENDENHALL et al., 2011). Os individuos que
consomem alcool e tabaco estao sob risco 20 vezes maior de apresentarem o CCECP do
que os individuos sem os habitos (LAZARUS & PARK, 2000).

A exposicao de individuos as infecgoes pelo papilomavirus humano (HPV) do tipo
16 foi também relacionada particularmente aos tumores de orofaringe (EL-MOFTY & LU,
2003; SIDRANSKY, 2005; SYRJANEN, 2005; RAGIN et al, 2007; KIM et al., 2010;
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ZHENG et al.,, 2010; LEEMANS et al., 2011; MENDENHALL et al., 2011). Os subtipos 18,
31 e 33 foram encontrados em menor numero de portadores do tumor (SNOW &
LAUDADIO, 2010; STELOW et al., 2010). O HPV foi detectado em cerca de 25% dos
CCECP e parece constituir fator de prognéstico favoravel para seus portadores (STELOW
et al,, 2010; MENDENHALL et al., 2011).

O risco aumentado de CCECP entre parentes de primeiro grau e sua identificacao
em pacientes jovens sugeriu que possa existir suscetibilidade herdada para o tumor.
Diferencas individuais geradas por polimorfismos em genes relacionados ao metabolismo
do tabaco e éalcool (OUDE OPHUIS et al., 2003; GATTAS et al., 2006; HO et al., 2007), a
capacidade inadequada de reparo de danos no DNA (CANEVARI & ROGATTO, 2004) e
de genes que atuam no ciclo celular e apoptose (LI et al., 2004; LI et al., 2005), sugeriram
que a constituicdo genética pode predispor individuos ao tumor (CANEVARI &
ROGATTO, 2004).

3. Terapéutica para portadores de CCECP

As terapéuticas utilizadas para portadores de CCECP sédo a ressecgao cirurgica do
tumor e suas extensdes, a radioterapia (RT) e a quimioterapia (QT). A QT com cis-
diaminodicloroplatina Il, a cisplatina (CDDP), € em geral utilizada concomitantemente a
RT. E administrada para reduzir as dimensées do tumor para posterior ressecgao
cirurgica (tratamento neoadjuvante), apds a ressecgao cirargica do tumor em individuos
com alto risco de recidiva (tratamento adjuvante) e para o controle do tumor em pacientes
com doenca metastatica ou recidiva do tumor sem possibilidade de reabordagem cirurgica
(tratamento paliativo). A QT com CDDP associada a RT pode também ser utilizada como
tentativa de preservacao de 6rgao (tratamento definitivo) (MENDENHALL et al., 2011).

4. Cisplatina

A CDDP é um quimioterdpico do grupo dos agentes alquilantes, que é eficaz no
tratamento de pacientes com CCECP (REED, 2006; KELLAND, 2007; YANG et al.,
2009a; MOORE et al., 2010; MENDENHALL et al., 2011; REED, 2011).

A CDDP se une a proteinas plasmaticas (90% da CDDP esta ligada a proteinas
quatro horas apés infusao intravenosa) e, a seguir, difunde para os tecidos (DE CONTI et
al., 1973; HIMMELSTEIN et al., 1981). O clareamento do quimioterapico é rapido e
bifasico; meias vidas de 10 a 30 minutos e 0,7 a 0,8 horas foram descritas para as fases
inicial e terminal, respectivamente. Ainda, sabe-se que 23% a 40% da CDDP é
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identificada na urina 24 horas ap6s a infusdo do quimioterapico e somente uma pequena
porcentagem é excretada pela bile (JOHNSON & O'DWYER, 2005).

A CDDP induz a formagdo de radicais livres, que lesam o DNA de células
tumorais, com consequente destruicado das mesmas por apoptose (QUINTELA-FANDINO
et al.,, 2006).

Entretanto, a principal atividade antitumoral da CDDP é atribuida a ligagdo ao
DNA, com a formacao de adutos (DNA-platina) inter e intracadeias, que induzem a parada
do ciclo celular (GUMINSKI et al., 2002; JOHNSON & O'DWYER, 2005; WANG &
LIPPARD, 2005), com consequente inibicdo da transcricdo e replicacdo, induzindo
apoptose das células tumorais (JOHNSON & O'DWYER, 2005; KELLAND, 2007; REED,
2011).

InUmeras proteinas atuam nos mecanismos de influxo e efluxo da CDPP em
células, bem como no reparo de lesées ou inducdo de apoptose de células por ela
lesadas (Figura 1).

As proteinas codificadas pelos genes xeroderma pigmentosum, complementation
group A (XPA), B (XPB), C (XPC), D (XPD), F (XPF), G (XPG) e excision repair cross-
complementation group 1 (ERCCT) participam do reconhecimento, demarcagédo e
remocao de adutos de DNA induzidos pela CDDP, por meio da via de reparo por excisdo
de nucleotideos (NER), possibilitando o reparo da molécula (LI et al., 1996; KHAN et al.,
2000; CHIPCHASE & MELTON, 2002; GOODE et al, 2002; LEHMANN, 2003;
BACCARELLI et al, 2004; COSTA & MENCK, 2004; HAN et al., 2005; GILLET &
SCHARER, 2006; CLINGEN et al., 2007; LAINE et al., 2007; ZHU et al., 2008; DE
CASTRO et al., 2011; REED, 2011) (Figura 2).
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Figura 1. Metabolismo da cisplatina (CDDP). (A) Influxo da CDDP, através dos receptores de
influxo de cobre CTR1 e CTR2. (B) As glutationa S-transferases (GSTs) mu1l (GSTM1), thetat
(GSTT1) e Pi1 (GSTP1) conjugam a CDDP com glutationa (GSH), constituindo um passo
importante na detoxificacdo e eliminagdo do quimioterapico. A atividade antitumoral da CDDP é
atribuida a ligagao ao DNA, com a formagao de adutos (DNA-platina) inter e intracadeias. (C) As
principais proteinas envolvidas sistema de reparo de DNA por excisdo de nucleotideos (NER) s&o:
XPC, XPD, XPF e ERCC1, e por emparelhamento erréneo (MMR) sao: MLH1, MSH2, MSH3 e
EXO1. (D) Se o reparo nao for eficaz, as proteinas P53, CASP3, CASP8, CASP9 e FAS/FASL sao
fundamentais na apoptose das células lesadas. (E) Efluxo da CDDP, por meio dos transportadores
de cobre ATP7A e ATP7B (Adaptado de KUO et al., 2007)
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Figura 2. Mecanismo de reparo do genoma global por excisdo de nucleotideos (NER). A via de
reparo de DNA por excisdo de nucleotideos (NER) é importante para manter a estabilidade do
material genético. (A) A atividade antitumoral da cisplatina (CDDP) é atribuida a ligagdo ao DNA,
com a formacao de adutos (DNA-platina) inter e intracadeias. (B) O reconhecimento da lesdo pela
via NER e o recrutamento da maquinaria de reparo para o sitio lesado é feito pelas proteinas XPA,
XPC e, provavelmente com a ajuda da XPE. (C) Demarcacao da lesdo e separagao da fita dupla
do DNA sio feitas pelas proteinas XPB e XPD, que tem fungdo de DNA helicase. A incisdo e
remocao do sitio lesado sdo realizadas pelas endonucleases XPF, ERCC1 e XPG. (D) Apés a
incisdo e remogao do fragmento anormal, uma enzima DNA polimerase sintetiza a nova fita de
DNA utilizando como molde a fita intacta (Adaptado de CANEVARI & ROGATTO, 2004)
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Os efeitos colaterais da CDDP sao variaveis em individuos diversos e doses
Gnicas de 50 mg/m? podem gerar efeitos colaterais significantes, como nauseas, vomitos,
mielossupressdo, mucosite (quando a CDDP é associada a RT), nefrotoxicidade,
ototoxicidade e neuropatia periférica, com consequente morbidade e comprometimento da
qualidade de vida em alguns individuos, mas doses maiores sao necessdarias para
determinar os mesmos efeitos em outros individuos que sao por ela tratados (JOHNSON
& O'DWYER, 2005; REED, 2011).

A sensibilidade e a resisténcia tumoral a CDDP sdo fenbmenos complexos que
envolvem variagdes no influxo do quimioterapico em células (SIDDIK, 2003; JOHNSON &
O'DWYER, 2005; WANG & LIPPARD, 2005; RABIK & DOLAN, 2007; FARNEBO et al.,
2009; REED, 2011), no reparo de lesdes do DNA por ele causado (AEBI et al., 1996;
MELLO et al,, 1996; MANIC et al., 2003; SIDDIK, 2003; JOHNSON & O'DWYER, 2005;
WANG & LIPPARD, 2005; QUINTELA-FANDINO et al., 2006; RABIK & DOLAN, 2007;
MARTIN et al., 2008; BRADBURY et al., 2009; FARNEBO et al., 2009; ARORA et al.,
2010; FAREED et al., 2010; HSU et al., 2010; SHIM et al., 2010; DE CASTRO et al., 2011;
JIAO & WEN, 2011; REED, 2011), na apoptose de células lesadas (SIDDIK, 2003;
JOHNSON & O'DWYER, 2005; VIKHANSKAYA et al., 2005; WANG & LIPPARD, 2005;
HENRIKSSON et al., 2006; RABIK & DOLAN, 2007; KIM et al., 2009; FARNEBO et al.,
2009; HAN et al., 2009; LIU et al., 2009; MICHAUD et al., 2009; JANSON et al., 2010; LIU
et al, 2010; WU et al, 2010; JIAO & WEN, 2011; REED, 2011) ou no efluxo do
quimioterapico de células (SIDDIK, 2003; JOHNSON & O'DWYER, 2005; WANG &
LIPPARD, 2005; RABIK & DOLAN, 2007; FARNEBO et al., 2009; REED, 2011).

E possivel que as variagdes nos efeitos colaterais e nas taxas de reposta tumoral
apresentadas por pacientes com CCECP durante tratamento com CDDP e RT sejam
determinadas por variacées em atividades das proteinas envolvidas em seu metabolismo.
J4, inimeras proteinas que atuam no influxo e efluxo (FUKUSHIMA-UESAKA et al., 2009;
XU et al., 2012a; XU et al., 2012b) e na detoxificacdo da CDDP (OLDENBURG et al.
2007; RUWALI et al., 2009; KHRUNIN et al., 2010), no reparo de lesdes de DNA induzida
por CDDP (CAMPS et al., 2003; QUINTELA-FANDINO et al., 2006; MATAKIDOU et al.,
2007; CARONIA et al., 2009; KHRUNIN et al., 2010) e na inducao de células por ela
lesadas a apoptose (HAN et al. 2008; KIM et al., 2009; SHIRAISHI et al. 2010) s&o
codificadas por genes polimoérficos.

48



5. Polimorfismos em genes que atuam no metabolismo da CDDP

5.1. XPC, XPD, XPF, ERCC1 e via NER de reparo de lesdes de DNA

O polimorfismo XPC A2920C ou Lys939GiIn (rs2228001), no éxon 15 do gene,
caracteriza-se por alelos selvagem e variante com as bases nitrogenadas adenina (A) e
citosina (C) e aminoacidos lisina (Lys) e glutamina (GlIn), respectivamente. A proteina
codificada pelo alelo variante pode estar relacionada com menor capacidade de reparo de
DNA do que a codificada pelo alelo selvagem (ZHU et al., 2008). Os genétipos Lys/Lys,
Lys/GIn e GIn/GIn foram identificados em 32-44%, 46-55% e 7-18% de individuos
saudaveis de populacdes variadas, respectivamente (SHEN et al., 2005; LI et al., 2006;
MILLIKAN et al., 2006; AN et al., 2007; WANG et al., 2007; YANG et al., 2008; ABBASI et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013).

O polimorfismo XPD G23591A ou Asp312Asn (rs1799793), no éxon 10 do gene,
caracteriza-se por alelos selvagem e variante com as bases nitrogenadas guanina (G) e
adenina (A) e aminoacidos aspartato (Asp) e asparagina (Asn), respectivamente. A
proteina codificada pelo alelo variante pode estar relacionada com menor capacidade de
reparo de DNA do que a codificada pelo alelo selvagem (QIAQO et al., 2002). Os genétipos
selvagem Asp/Asp e variantes Asp/Asn e Asn/Asn foram identificados em 40-50%, 39-
47% e 11-17% dos individuos saudaveis de populagdes diversas (LI et al, 2006;
MILLIKAN et al., 2006; ZIENOLDDINY et al., 2006; AN et al., 2007; WANG et al., 2007;
ABBASI et al., 2009). Outro polimorfismo XPD A35931C ou Lys751Gin (rs13181), no éxon
23 do gene, caracteriza-se por alelos selvagem e variante com as bases nitrogenadas
adenina (A) e citosina (C) e aminoacidos lisina (Lys) e glutamina (Gin), respectivamente.
A proteina codificada pelo alelo variante pode estar relacionada com menor capacidade
de reparo de DNA do que a codificada pelo alelo selvagem (QIAO et al., 2002). Os
gendtipos selvagem Lys/Lys, Lys/GIn e GIn/GIn foram identificados em 39-47%, 40-47% e
10-18% de individuos saudaveis de populagdes diversas (LI et al., 2006; MILLIKAN et al.,
2006; AN et al., 2007; POVEY et al., 2007; WANG et al., 2007; ABBASI et al., 2009).

O polimorfismo XPF T30028C ou Ser835Ser (rs1799801), no éxon 11 do gene,
caracteriza-se por alelos selvagem e variante com as bases nitrogenadas timina (T) e
citosina (C) e aminoacidos serina (Ser), respectivamente. Os diferentes alelos néo
acarretam alteragdes na proteina codificada, entretanto o alelo variante pode influenciar
na estabilidade ou estrutura do RNA mensageiro, afetar os niveis de expressao da
proteina e, ainda, pode estar relacionado com menor capacidade de reparo de DNA
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(WINSEY et al., 2000). Porém, estudos adicionais sdo necessarios para comprovar tais
achados. Os genétipos TT, TC e CC foram identificados em 51-66%, 29-41% e 8-10% de
individuos saudaveis de varias populacées (SHEN et al., 2005; POVEY et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2013).

O polimorfismo ERCC1 C118T ou Asn118Asn (rs11615), no éxon 4 do gene,
caracteriza-se por alelos selvagem e variante com as bases nitrogenadas citosina (C) e
timina (T) e aminoacidos asparagina (Asn), respectivamente. Os diferentes alelos nao
acarretam alteragdes na proteina codificada, entretanto o alelo variante pode apresentar
consequente reducdo nos niveis de RNA mensageiro e proteina e, ainda, pode estar
relacionado com menor capacidade de reparo de DNA (YU et al., 2000). Porém, estudos
adicionais sao necessarios para comprovar tais achados. Os genoétipos CC, CT e TT
foram identificados em 28-42%, 43-51% e 13-20% dos individuos saudaveis de
populagdes variadas, respectivamente (ZIENOLDDINY et al., 2006; ABBASI et al., 2009;
YANG et al., 2009b).

6. Polimorfismos génicos, metabolismo e efeitos da CDDP

Ha poucos e controversos relatos sobre os papéis de polimorfismos em genes de
reparo de DNA com toxicidade, resposta terapéutica e sobrevida em pacientes com
tumores diversos tratados com esquemas de QT baseados em CDDP.

Pacientes com cancer de pancreas (KAMIKOZURU et al.,, 2008) e céncer de
pulmao de células ndo pequenas (ZHOU et al., 2004; ZHOU et al., 2010; REN et al.,
2012), tratados com QT baseada em CDDP e portadores do alelo variante (T) do
polimorfismo C118T do gene ERCC1, apresentaram maior taxa de resposta ao tratamento
e maior sobrevida global e livre de progressdo, quando comparados aos pacientes
portadores do alelo selvagem (C).

Pacientes com céncer de pulméo de células ndo pequenas portadores do alelo
variante (Asn) do polimorfismo XPD10 Asp312Asn e que foram tratados com esquemas
quimioterapicos baseados em CDDP apresentaram menor sobrevida global do que os
demais (GURUBHAGAVATULA et al, 2004). O genotipo selvagem Lys/Lys do
polimorfismo XPD23 Lys751Glyn foi associado a longa sobrevida em pacientes com
tumor de células escamosas de pulmdo (REN et al., 2012). Portadores de tumor de
es6fago com os alelos variantes dos polimorfismos XPD10 Asp312Asn e XPD23
Lys751Glyn apresentaram maior sobrevida do que aqueles com os demais quando
tratados com CDDP (BRADBURY et al, 2009). Ainda, sobrevidas similares foram
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observadas em pacientes com cancer de pulmao de células ndo pequenas, com 0s
genotipos distintos dos polimorfismos XPD10 Asp312Asn e XPD23 Lys751Glyn e que
foram tratados com esquemas similares de QT (RYU et al., 2004; WEI et al., 2011). O
acumulo dos alelos variantes dos polimorfismos XPD10 Asp312Asn e XPD23 Lys751Glyn
foram relacionados com maior resposta terapéutica do que os demais (QUINTELA-
FANDINO et al., 2006).

Considerando que nao foram ainda estabelecidos as influéncias dos polimorfismos
em genes de reparo de DNA pela via de NER com toxicidade, resposta terapéutica e
sobrevida em pacientes com CECCP tratados com CDDP associado a RT, bem como
com a cinética da CDDP, foram definidos os objetivos deste estudo.
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Objetivos

Avaliar, de forma prospectiva, pacientes com CCECP atendidos nos ambulatérios
de Oncologia Clinica do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), submetidos a tratamento neoadjuvante, definitivo ou paliativo com CDDP e
RT, tendo como objetivos:

e Verificar se os polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23
Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T estdo associados a taxa de
resposta ao esquema terapéutico de CDDP associada a RT,

e Verificar se os polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23
Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T estdo associados a toxicidade do
esquema CDDP associada a RT e,

e Verificar se os polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23
Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T estdo associados a concentragao
de CDDP urinaria.
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Casuistica e Métodos

Foram acompanhados em nosso estudo, prospectivamente, pacientes
consecutivos com CCECP em primeiro atendimento nos ambulatérios de Oncologia
Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP, no periodo de junho de 2011 até fevereiro
de 2014.

Foram inseridos no estudo: 1) pacientes portadores de CCE de faringe, laringe ou
cavidade oral; 2) pacientes que receberam terapéutica com CDDP (50-100 mg/m?dose;
D1, D22 e D43) associada a RT (70 Gy; 35 sessbes) como tratamento neoadjuvante,
definitivo ou paliativo da doenga (portadores de tumor ndo submetidos a ressecgao
cirurgica); 3) pacientes com funcgéo renal (ClCre > 50 mL/min/1,73m?) e condi¢do clinica
(Karnofsky performance status [KPS] > que 60%) satisfatérias; 4) pacientes que
assinaram o termo de consentimento informado.

Foram excluidos do estudo: 1) pacientes com tumor de outro tipo histolégico; 2)
pacientes portadores de CCE de nasofaringe, pois seu comportamento biolégico difere
dos demais CCECP; 3) pacientes que foram tratados com outro esquema terapéutico; 4)
pacientes que receberam tratamento adjuvante da doenca (portadores de tumor
submetidos a resseccao cirurgica); 5) pacientes com fungcdo renal (CICre < 50
mL/min/1,73m?2) e/ou condicéo clinica (KPS < que 60%) insatisfatérias; 6) pacienets com
deficiéncia auditiva manifesta; 7) pacientes que negaram a participacao do estudo.

O tamanho amostral do estudo teve como base as frequéncias dos gendtipos de
cada polimorfismo génico em portadores de cancer de nossa populacao (DE CASTRO et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013) e de outras populacées (SHEN et al., 2005;
ZIENOLDDINY et al., 2006; AN et al., 2007; POVEY et al., 2007; WANG et al., 2007;
YANG et al., 2008; ABBASI et al., 2009; YANG et al., 2009b). E, foi calculado conforme
descricao prévia (BEIGUELMAN, 1995), para garantir que os trés possiveis genotipos
(homozigoto selvagem, heterozigoto e homozigoto variante) estivessem representados
(Tabela 1).

Identificamos como o tamanho amostral minimo desejado para o estudo o

montante de 100 pacientes.
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Tabela 1. Frequéncias dos genétipos distintos de polimorfismos génicos relacionados com o reparo por excisao de nucleotideos em céncer

Genotipos
Polimorfismo Numero total de ; Tamanho Tipo de cancer Referéncia
pacientes Selvagem Heterozigoto  variante amostral
N (%) N (%) N (%)
Lys/Lys Lys/GIn GIn/GIn
829 312 (37,7) 399 (48,1) 118 (14,2) 69 Cabeca e pescoco AN et al., 2007
XPC Lys939GIn 153 66 (43,1) 75 (49,1) 12 (7,8) 90 Cabeca e pescogo YANG et al., 2008
rs2228001 146 59 (40,4) 65 (44,5) 22 (15,1) Melanoma OLIVEIRA et al., 2013
128 48 (37,5) 58 (45,3) 22 (17,2) 64 Cabeca e pescocgo WANG et al., 2007
114 43 (38,0) 50 (44,0) 21 (18,0) 63 Pulmao SHEN et al., 2005
Asp/Asp Asp/Asn Asn/Asn
XPD10 Asp312Asn 829 330 (39,8) 395 (47,6) 104 (12,6) 75 Cabeca e pescogo AN et al., 2007
rs1799793 246 93 (38,0) 119 (48,0) 34 (14,0) 70 Cabeca e pescogo ABBASI et al., 2009
275 119 (43,2) 102 (37,1) 54 (19,7) 69 Pulmao ZIENOLDDINY et al., 2006
125 50 (40,0) 59 (47,2) 16 (12,8) 74 Cabeca e pescocgo WANG et al., 2007
Lys/Lys Lys/Gin GIn/GIn
XPD23 Lys751GIn 829 330 (39,8) 394 (47.,5) 105 (12,7) 75 Cabega e pescogo AN et al., 2007
rs13181 246 95 (39,0) 117 (48,0) 34 (14,0) 71 Cabeca e pescogo ABBASI et al., 2009
144 46 (31,9) 77 (53,5) 21 (14,6) 60 Cabeca e pescogo WANG et al., 2007
1T TC CcC
XPF T30028C 506 236 (46,6) 233 (46,1) 37 (7,3) 98 Melanoma POVEY et al., 2007
rs1799801 146 74 (50,7) 58 (39,7) 14 (9,6) Melanoma OLIVEIRA et al., 2013
117 69 (59,1) 40 (34,1) 8 (6,8) 135 Pulmao SHEN et al., 2005
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ERCC1C118T
rs11615

248
267
49

cC

103 (42,0)
104 (39,0)
18 (37,0)

cT

114 (46,0)
121 (45,3)
19 (39,0)

T

31 (13,0)
42 (15,7)
12 (24,0)

78
68
55

Cabeca e pescoco
Cabeca e pescogo
Cabeca e pescogo

ABBASI et al., 2009
YANG et al., 2009b
DE CASTRO et al., 2011

(N) niumero de pacientes
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1. Aspectos clinicos e do tumor

Os dados relativos a identificacao, idade, sexo, etnia, indice de massa corpérea
(IMC), hipertensé@o arterial, diabetes mellitus, etilismo e tabagismo, foram obtidos dos
prontuarios dos pacientes.

Foram considerados abstémios aqueles que nunca ingeriram alcool ou menos que
20 drinques em toda a vida e usuarios de bebidas alcodlicas aqueles que ingeriram algum
tipo de bebida alcodlica pelo menos uma vez na semana de forma regular. Estes foram
classificados em etilista discreto, etilista moderado, etilista acentuado e etilista mais que
acentuado, de acordo com critérios previamente estabelecidos (Tabela 2) (WHITCOMB et
al., 2008; YADAV et al., 2010). E importante comentar que um drinque foi definido como
uma lata de cerveja (355 mL), uma taga de vinho (148 mL) ou ainda bebida destilada (44
mL), de acordo com padrdo estabelecido pelo U.S. Departament of Agriculture (USDA) e
U.S. Departament of Health and Human Services (USDHHS) (NATIONAL INSTITUTE ON
ALCOHOL ABUSE AND ALCOHOLISM-NIAAA, 1995).

Tabela 2. Classificacao de individuos por habito de ingerir bebidas alcodlicas

Drinques (semanal) Classificacao*
Auséncia de alcool ou < 20 em toda a vida Abstémio
Ingestdo < 3 drinques Etilista discreto

4 a 7 drinques (mulher) .
_ Etilista moderado
4 a 14 drinques (homem)

8 a 34 drinques (mulher) -
. Etilista acentuado
15 a 34 drinques (homem)

= 35 drinques para ambos 0s sexos Etilista mais que acentuados

(*) WHITCOMB et al., 2008; YADAV et al., 2010

A classificagdo dos pacientes por habito de fumar foi realizada com o uso do indice
de tabagismo (IT) (JINDAL et al., 1982; SINGH et al., 2011; SINGH et al., 2012). O IT é
definido de acordo com o numero de cigarros fumados por dia multiplicado pelo numero
de anos de tabagismo. Baseado nos valores de IT, os pacientes foram classificados em
nao tabagista, tabagista discreto, tabagista moderado e tabagista acentuado (Tabela 3).
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Tabela 3. Classificacao de individuos por habito do tabagismo

indice de tabagismo Classificacao*
Nunca fumou Nao tabagista
Fumou de 1 a 100 cigarros Tabagista discreto
Fumou de 101 a 300 cigarros Tabagista moderado
Fumou mais do que 301 cigarros Tabagista acentuado

(*) JINDAL et al., 1982; SINGH et al., 2011; SINGH et al., 2012

O diagnostico do CCECP foi realizado em cortes histolégicos de fragmentos do
tumor incluidos em parafina e corados com hematoxilina e eosina, processados e
analisados no Laboratério de Anatomia Patolégica do Hospital de Clinicas da UNICAMP,
pela equipe da Profa. Dra. Albina Messias de Almeida Milani Altemani. Cada tumor foi
classificado de acordo com o grau de diferenciacio em bem diferenciado,
moderadamente diferenciado, pouco diferenciado ou indiferenciado (MORI et al., 1998).

A associacao do HPV ao CCECP foi investigada em fragmentos do tumor incluidos
em parafina por meio de imunohistoquimica automatizada, para deteccdo da expressao
da proteina 16 (p16), no Departamento de Anatomia Patoloégica do Centro Internacional
de Pesquisa do A.C. Camargo Cancer Center, pela equipe da Profa. Dra. Claudia
Malheiros Coutinho Camillo. A pesquisa de p16 foi realizada em microscopia de luz
convencional e foi considerada expressdo positiva sempre que houve coloracado
citoplasmatica e nuclear forte e difusa em 70% ou mais da extens@o do tumor (BEGUM et
al., 2003). Nos casos de expressao positiva para p16, a presenca do DNA do HPV foi
investigada por meio de hibridizagéo in situ com sonda de largo espectro, no Laboratério
de Anatomia Patoldgica do Hospital de Clinicas da UNICAMP, pela equipe da Profa. Dra.
Albina Messias de Almeida Milani Altemani. A presenca de sinais puntiformes nucleares
em grupos confluentes de células tumorais (> 20 células) foi considerada indicativa de
integracdo do HPV (SINGHI & WESTRA, 2010).

Os resultados dos exames necessarios a localizagdo do tumor foram obtidos das
informacdes médicas e de dados do prontuario de cada paciente. Os pacientes foram
classificados como portadores de tumores da cavidade oral (mucosa oral, palato duro,
lingua e assoalho de boca), faringe (orofaringe e hipofaringe) e laringe (supraglote, glote,
subglote).
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O estagio do tumor foi identificado por exame clinico, incluindo a
nasofibrolaringoscopia direta, tomografia computadorizada (CT) do pescoco, radiografia
do térax (ou CT do térax, se lesdao suspeita) e a ultrassonografia abdominal, de acordo
com os critérios convencionais definidos pelo American Joint Comitte on Cancer (EDGE et
al., 2010). Os exames de imagem foram realizados no Servico de Radiologia do Hospital
de Clinicas da UNICAMP e os resultados interpretados pela equipe do Prof. Dr. Jodo
Mauricio Carrasco Altemani.

Foram realizadas dosagem de creatinina (Cr) sérica e calculo de clearance de
creatinina estimado (CICre) para avaliacdo da funcao renal pré-tratamento de pacientes
com CECCP e sempre que necessario, de acordo com o procedimento padrao
(MENDENHALL et al., 2011). Os pacientes foram submetidos a avaliagdo de funcéo renal
por meio da taxa de filtracdo glomerular (TFG) com &cido etilenodiamino-tetracético
marcado com cromo->' (EDTA-"'Cr), no Servico de Medicina Nuclear do Hospital de
Clinicas da UNICAMP, pela equipe do Prof. Dr. Celso Dario Ramos .

Audiometria tonal limiar por via aérea foi realizada para avaliar a acuidade auditiva
basal no Servico de Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP, pela
equipe do Prof. Dr. Carlos Takahiro Chone.

2. Terapéutica de pacientes com CCECP

Os pacientes receberam terapéutica de suporte padronizada no Servico de
Oncologia. De forma sucinta, os pacientes receberam hidratacdo (3.000 mL de soro
fisiolégico 0,9%, 125 mL de manitol 20%; D1) e antieméticos por via intravenosa antes da
infusdo da CDDP (32 mg de ondansetrona, 20 mg de dexametasona). Todos 0s pacientes
foram submetidos ao mesmo protocolo de antieméticos por via oral para o domicilio (10
mg 6/6h de metoclopramida, 8 mg 8/8 horas de ondansetrona e 8 mg 12/12 horas de
dexametasona; D2, D3, e D4) (Adaptado de CUNNINGHAM et al., 1996 e KRIS et al.,
2011). Em caso de diarréia, receberam loperamida por via oral (ataque de 4 mg e 2 mg
2/2 horas até ceder a diarréia) (LACY et al., 2008). Laxantes do tipo 6leo mineral ou
lactulose (1-2 colheres de sopa) foram administrados em casos de constipagao intestinal
(WHITE & BRANDNAM, 2007).

Os pacientes foram tratados com CDDP e RT loco-regional. A CDDP foi
administrada por via intravenosa, na dose de 100 mg/m?/dose nos dias D1, D22 e D43, a
pacientes com condicao fisica ideal (KPS entre 80-100%) e sem comorbidades renal,
neurolégica ou cardiolégica. Aqueles com KPS entre 60-70% ou 80-100% com
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comorbidade renal, neurolégica ou cardiolégica, receberam CDDP intravenosa na dose de
80 mg/m?/dose nos dias D1, D22 e D43 (MENDENHALL et al., 2011). Hemograma e
dosagens de uréia e Cr foram realizadas antes de cada administracdo de CDDP.
Reducbes nas doses (75% ou 50%) ou suspensdo da CDDP foram realizadas em
pacientes com toxicidades graus 3 e 4. A RT com dose de 70 Gy foi fracionada em 35
aplicacdes diarias de 2 Gy, 5 dias por semana, durante 7 semanas. Os aparelhos
utilizados para radiagédo sdo o Cobalto-60 (modelo Alcyon 2, GE, Franca) e Acelerador
Linear (6 MV) (modelo 2100, Varian, EUA).

3. Seguimento de pacientes com CCECP

Apés 30 dias do término do tratamento com CDDP e RT, os pacientes foram
submetidos a exame clinico, incluindo a nasofibrolaringoscopia direta, CT do pescogo, do
térax (se metastase pulmonar anterior) e abdominal (se metastase hepatica anterior).

Os pacientes com tumor residual foram reavaliados por otorrinolaringologista do
grupo de estudo, para verificar a possibilidade de remogé&o cirurgica da les&o.

Os pacientes foram também submetidos a dosagem de Cr sérica e célculo de
CICre, TFG com EDTA-*'Cr e audiometria tonal limiar por via aérea para avaliacdo da
toxicidade da CDDP renal e auditiva, respectivamente.

Os pacientes foram avaliados do ponto de vista clinico a cada seis meses nos
ambulatérios de Oncologia Clinica e de Otorrinolaringologia (retornos alternados) ou
sempre que necessario. Foram submetidos a dosagens de T4L e TSH, radiografia do
térax e ultrassonografia abdominal a cada seis meses para investigar hipotireoidismo

secundario a RT e metastases do tumor primario.

4. Analise dos gendtipos dos polimorfismos génicos

O DNA gendmico foi obtido de amostras de sangue periférico dos pacientes com
CCECP com a técnica de extragdo com cloreto de litio e proteinase K (WOODHEAD et
al., 1986) e armazenado a -20 °C.

As regides de interesse dos genes com os polimorfismos XPC Lys939GIn (LIANG
et al., 2007), XPD10 Asp312Asn (SPITZ et al., 2001), XPD23 Lys751GIn (SPITZ et al.,
2001), XPF T30028C (POVEY et al., 2007), ERCC1 C118T (WANG et al.,, 2006) foram
amplificadas por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando uma mistura
de agua estéril, tampao com (NH,4),SO, (10x), MgCl, (25 mM), dNTP (40 mM), iniciadores
(10 pmoles/pL), enzima Taq DNA polimerase (2,5 u) e DNA (a partir de 50 ng).
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Os produtos da amplificacdo foram submetidos a seguir a digestdo enzimatica,
conforme técnicas previamente descritas acima. Os produtos da digestdo enzimatica
foram visualizados em gel de agarose 3% corado com brometo de etidio.

As condicbes necessarias para realizacdo da PCR, digestdo enzimatica e
obtencao dos gendtipos dos polimorfismos acima, estdo descritas na Tabela 4.

Controles positivo pertinente (DNA gen6mico de individuos saudaveis, com
gendtipos ja estabelecidos) e negativo (agua estéril) foram colocados em todas as
reacOes de genotipagem. As imagens dos fragmentos em gel de garose 3% corados com
brometo de etidio foram analisadas por dois observadores distintos. Amostras com
gendtipos duvidosos foram submetidas a nova genotipagem. Amostras escolhidas
aleatoriamente (10,0%), foram novamente genotipadas como controle de qualidade do
método, com 100,0% de concordancia entre as determinagdes, conforme descri¢cdo prévia
(BLADBJERG et al., 2002).

Todas as analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética do
Céncer da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, coordenado pela Profa. Dra.

Carmen Silvia Passos Lima.
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Tabela 4. Condicdes para genotipagem dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPFT30028C e ERCC1 C118T

72 °C — 1 min (32x)

Polimorfismo Sequéncias de iniciadores Reacao PCR (pb) Enzima Produtos (pb) Genotipos
94 °C — 5 min (1x)
94 °C — 1 min (32x 281 Lys/Lys
XPC Lys939GiIn 5’ACCAGCTCTCAAGCAGAAGC3’ _ (32x) 281 Pl Yoty
2998001 60 °C — 1 min (32x) vu 281, 150 e 131 Lys/Gin
rs 5CTGCCTCAGTTTGCCTTCTC3’ '
72 °C — 1 min (32x) 150 e 131 GIn/GIn
72 °C — 5 min (1x)
94 °C — 4 min (1x)
o _ 507 e 244 Asp/As
XPD10 Asp312Asn  5CTGTTGGTGGGTGCCCGTATCTGTTGGS 94 °C — 45 seg (38x) piAsp
60 °C — 45 seg (38x) 751 Styl 507,474,244 e 33  Asp/Asn
rs1799793 5TAATATCGGGGCTCACCCTGCAGCACTTCCT3’
72 °C — 1 min e 30 seg (38x) 474,244 e 33 Asn/Asn
72 °C — 5 min (1x)
94 °C — 5 min (1x)
°C — 1 mi 290 e 146 Lys/Lys
XPD23 Lys751GIn 5 GCCCGCTCTGGATTATACGS' 94 °C -1 min (32x) Yoty
60 °C — 1 min (32x) 436 Pstl 290, 227,146 € 63  Lys/GIn
rs13181 5'CTATCATCTCCTGGCCCCC3’
72 °C — 1 min (32x) 227, 146 e 63 GIn/GIn
72 °C — 5 min (1x)
94 °C — 5 min (1x)
°C — 1 mi 442 ¢ 267 TT
XPF T30028C 5TCTCCATGTCCCGCTACTACS’ 94 °C — 1 min (32x)
67 °C — 1 min (32x) 709 AlwNI 709, 442 e 267 TC
rs1799801 5GCAGGCACAGGCAAGTTCAA3
( 709 cc
(

72 °C —5 min (1x)
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ERCC1C118T
rs11615

5’CGGGGACCCTTTAGGAAAGS
5’GGCTTCTCATAGAACAGTCC3Z’

94 °C — 5 min (1x)
94 °C — 30 seg (35x)
55 °C - 30 seg (35x)
72 °C — 30 seg (35x)
72 °C —5 min (1x)

474

BsrDI

474
474,311 e 163
311 € 163

CC
CT

(pb) pares de base

62



5. Taxa de resposta ao tratamento

As taxas de resposta a terapéutica com CDDP associada a RT foram avaliadas
por meio de exame clinico, incluindo a nasofibrolaringoscopia direta quando pertinente, e
por critérios do Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 1.1 (RECIST 1.1) (VAN
PERSIJN VAN MEERTEN et al., 2010), tendo como base os achados da TC do pescoco.

Foram mensuradas até no maximo cinco lesdes alvo no seu maior diametro e de
preferéncia no plano axial. Foram também consideradas e mensuradas lesdes nao alvo e
lesbes nao identificadas anteriormente ao diagnéstico. Linfonodo com eixo curto menor
que 10 mm foi considerado nao patoldgico, aquele com eixo curto maior ou igual a 10 mm
e menor que 15 mm foi considerado como lesdo ndo alvo e aquele com eixo curto maior
ou igual a 15 mm foi considerado como lesao alvo.

Foi considerada como resposta completa, a caracterizada pelo desaparecimento
total das lesdes, alvo e nao alvo, na auséncia de novas lesdes. Foi considerada resposta
parcial, aquela caracterizada por redugdo maior ou igual a 30% da soma das lesdes alvo
e ndo alvo, na auséncia de novas lesdes. Foi considerada doenga progressiva, quando
houve aumento maior ou igual a 20% da soma das lesbes alvo e nao alvo. Foi
considerada doenca estavel, quando nao houve resposta completa, parcial ou progressao
da doencga (Tabela 5).
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Tabela 5. Tipos de resposta a terapéutica de acordo com RECIST 1.1*

Lesoes alvo LesOes nao alvo Novas lesbes  Resposta global

Resposta completa Resposta completa Nao Resposta completa

N&o resposta completa B )
Resposta completa _ . Nao Resposta parcial
Nao doenca progressiva

Resposta completa N&o de todo avaliado Nao Resposta parcial

. N&o doenga progressiva B .
Resposta parcial _ ) Nao Resposta parcial
Nao de todo avaliado

i Nao doenga progressiva _ .
Doenca estavel B ] Nao Doenca estavel
Nao de todo avaliado

Nao avaliadas de todo Nao doenca progressiva Nao Nao se aplica

Doenca progressiva Alguma Sim/Nao Doenca progressiva
Alguma Doenca progressiva Sim/Nao Doenga progressiva
Alguma Alguma Sim Doenca progressiva

(*) VAN PERSIJN VAN MEERTEN et al., 2010

6. Toxicidade ao esquema terapéutico

6.1. Nauseas, vOmitos e mielossupressao

Os efeitos adversos a terapéutica foram avaliados no momento da infusédo, no dia
da administracdo e nos quatro dias subsequentes a cada administracdo da CDDP. A
mielossupresséo foi avaliada por hemogramas realizados antes do D1, D22 e D43 e apés
D43. A adesdao aos antieméticos foi avaliada nos quatro dias subsequentes a cada
administracao do farmaco.

Os efeitos adversos nauseas, vomitos (Tabela 6) e mielossupressédo (Tabela 7)
foram classificados segundo os critérios do National Cancer Institute (2009), versao 4.0.
Foram investigados os graus de toxicidade a cada administragdo de CDDP e o maior grau
que o paciente apresentou durante o tratamento completo foi considerado como resultado
a ser analisado.

A adesédo dos pacientes ao uso de antieméticos foi avaliada com o intuito de
verificar se os efeitos colaterais descritos foram influenciados por uso inadequado,
posologia incorreta, ndo utilizagdo ou utilizacdo de outro medicamento. A avaliacao foi
feita pelo teste de adesdao de Morisky, onde 1 ponto representa adesao baixa, 2 a 3
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pontos adesdao média, 4 pontos adesao alta e ndo adesao quando o paciente deixou de
tomar pelo menos um dos antieméticos do protocolo (MORISKY et al., 1982; MORISKY et
al., 1986).

As toxicidades (Anexos 1, 2) e a adesado aos antieméticos (Anexo 3) foram
avaliadas por questionarios padronizados, pela aluna de mestrado, a farmacéutica Marilia
Berlofa Visacri, sob supervisdo da Profa. Dra. Patricia Moriel. Os resultados dos exames
laboratoriais foram coletados do prontuario médico ou do sistema online do Hospital de
Clinicas, o CICSHCP.
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Tabela 6. Graus de nauseas e vomitos medidos por critérios do National Cancer Institute*

Efeito adverso

Grau 1

Grau 2

Grau 3

Grau 4

Nausea

Vomito

Perda do apetite sem
alteracado dos habitos

alimentares

Um a dois episédios em 24
horas além do verificado no

pré tratamento

Decréscimo na ingestao de
alimentos, sem perda
significante de peso,
desidratagdo e ma nutricao

3 a 5 episodios em 24 horas
além do verificado no pré

tratamento

Inadequada ingesta de fluidos ou
alimentos caléricos; alimentacao
por sonda; indicadas
hospitalizagao e nutricdo
parenteral

2 6 episddios em 24 horas além do
verificado no pré tratamento;
alimentagao por sonda; indicadas
hospitalizagao e nutricdo
parenteral

NA

Risco de morte, indicada
intervengao médica

urgente

(*) NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2009; (NA) ndo se aplica
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Tabela 7. Graus de mielossupressao medidos por critérios do National Cancer Institute*

Efeito adverso

Valor de referéncia

Grau 1

Grau 2

Grau 3

Grau 4

Hemoglobina
Leucdcitos
Neutrdfilos
Linfocitos

Plaquetas

H: 14-18 g/dL M: 12-16 g/dL

10000/mm3

2000 - 8000/mm3
1000 - 4000/mm3
150000 - 400000/mm3

< LIN-10 g/dL

< LIN-3000/mm?3
< LIN-1500/mm3
< LIN-800/mm3

< LIN-75000/mms3

<10-8 g/dL
<3000 - 2000/mm?

< 1500 - 1000/mm?

< 800 - 500/mm3

< 75000 - 50000/mm?

<8-6,5g/dL
< 2000 - 1000/mm?

< 1000 - 500/mm?
<500 - 200/mm?

< 50000 - 25000/mm?

Risco de morte
< 1000/mms3

< 500/mms3

< 200/mms3

< 25000/mm?

(*) NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2009; (H) homem; (M) mulher; (LIN) limite inferior normal
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6.2. Ototoxicidade

A acuidade auditiva de cada paciente foi medida antes do inicio do tratamento e 30
dias apds o término da terapéutica, com o intuito de avaliar a ototoxicidade atribuida a
CDDP associada a RT.

A acuidade auditiva foi avaliada por meio da determinacao dos limiares auditivos,
em diferentes frequéncias sonoras, das orelhas direita e esquerda.

Entende-se por limiar auditivo a menor intensidade sonora necesséaria para
provocar a sensagao auditiva em cada orelha em determinada frequéncia sonora. Assim,
quanto maior a intensidade sonora necessaria para provocar a sensacao auditiva, maior é
o comprometimento da acuidade auditiva do paciente na referida frequéncia e na orelha
em teste. Limiares auditivos menores do que 25 deciBELLs (dB) foram indicativos de
acuidade auditiva dentro dos limites aceitdveis de normalidade, mas a perda de alguns
tipos particulares de sons ndo pode ser excluida. Ja os limiares auditivos maiores do que
25 dB foram indicativos de reducao da acuidade auditiva (DAVIS & SILVERMAN, 1970)
(Figura 3).

Os limiares auditivos em nosso estudo foram medidos por audiometria tonal limiar
por via aérea, que foi realizada em cabine acustica, previamente calibrada para que
atendesse as especificagdes de niveis de ruido permitidos em seu interior e com o
audiémetro Interacoustics modelo AC 30. Neste teste, foram medidos os limiares auditivos
tonais nas frequéncias sonoras 0,25, 0,50, 1, 2, 3, 4, 6 e 8 kHz, com fones de ouvido
modelo TDH 39 na via aérea, utilizando a técnica descedente-ascendente para
apresentacao dos tons puros. Foi considerado em cada teste, 0 menor estimulo sonoro
percebido pelo paciente em pelo menos 50% das apresentagdes, de acordo com critérios
previamente descritos (FROTA, 2003).

A ototoxicidade foi classificada a partir dos valores obtidos antes e apds
tratamento, em orelhas direita e esquerda, segundo os critérios estabelecidos pelo
National Cancer Institute (2009), versao 4.0 (Tabela 8).
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Figura 3. Audiograma de sons familiares. Pode-se observar que do lado esquerdo estdo as
frequéncias baixas/graves (0,25 e 0,50 kHz), no meio estédo as frequéncias médias (1, 2 e 3 kHz) e
do lado direito as frequéncias altas/agudas (4, 6 e 8 kHz). Para cada frequéncia, existe um nivel
minimo de audigao, que é medido em deciBELL (dB). Para uma audigéo ser considerada dentro do
padrdo aceitavel de normalidade, é preciso que esteja ouvindo todas as frequéncias (graves,
médias e agudas) no nivel minimo percebido de 25 dB. A area sombreada representa a regiao que
contém a maioria dos espectros dos sons de fala. Quando tragcamos a curva audiométrica mediante
o resultado da audiometria, todos os sons que estdo abaixo da curva, podem ser percebidos pelo
individuo, porém todos os sons que estiverem acima da curva, ndo serdo percebidos. Essa regido
acima da curva corresponde a perda auditiva da pessoa e, consequentemente, todos os sons
ilustrados neste audiograma nédo serdo percebidos, podendo-se assim avaliar o impacto da perda
auditiva na vida da pessoa (Adaptado de DAVIS & SILVERMAN, 1970; NORTHERN & DOWNS,
1984; RUSSO & BEHLAU, 1993)
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Tabela 8. Graus de ototoxicidade segundo critérios do National Cancer Institute*

Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4

Mudanga no limiar de Mudanca no limiar Mudanga no limiar Diminuig&o da

15 & 25 dB medido a de >25dB medidoa de>25dB medidoa audi¢cdo de perda
partir de duas partir de duas partir de trés bilateral profunda
frequéncias continuas  frequéncias frequéncias (limiar absoluto

em pelo menos uma continuas em pelo continuas em pelo >80dBem2kHze
orelha menos uma orelha menos uma orelha acima)

(*) NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2009; medidos nas frequéncias de 1, 2, 3, 4, 6 e 8 kHz

6.3. Nefrotoxicidade

6.3.1. Creatinina sérica e clearance de creatinina estimado

A dosagem sérica de Cr e o calculo estimado do CICre foram avaliados antes de
cada administracdo de CDDP e durante a avaliagdo de resposta (30 dias apds o término
da terapéutica).

A dosagem de Cr plasmatica foi realizada utilizando o sistema automatizado
Hitachi-Roche, por meio do método de Jaffé (JUNGE et al., 2004). O CICre foi estimado
por meio da equacgao CICre = [140-idade (anos)] x peso (kg)/Cr plasmatica (mg/dL) x 72 (x
0,85 se mulher) (COCKCROFT & GAULT, 1976).

6.3.2. Taxa de filtracdo glomerular com EDTA-°'Cr

A TFG com EDTA-"'Cr para avaliar nefrotoxicidade foi realizada antes do inicio do
tratamento e no momento de avaliacdo da resposta (30 dias apdés o término da
terapéutica).

Os pacientes receberam hidratacdo oral com 300 a 500 mL de agua uma hora
antes do inicio do procedimento.

O célculo da TFG foi realizado através de injecdo Unica de 10 MBq de EDTA-*'Cr e
posteriores coletas de sangue no membro contralateral aos 120, 180 e 240 minutos apos
a administragdo do radiofarmaco. As amostras de sangue foram centrifugadas e foram
pipetados 2 mL de soro em duplicata para a posterior contagem da radioatividade em
contador de cintilagdo (Auto-Gamma Countin Cobra II, Packard Instrument Company,
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Meriden). Os resultados foram utilizados em equagao matematica para o calculo final da
TFG (BROCHNER-MORTENSEN et al., 1969).

7. Quantificacao da CDDP urinaria

Foram coletadas amostras de urina dos pacientes, em garrafas de polipropileno de
2,5 L, por micgao voluntaria no periodo de 0 a 48 horas apds cada administracdo da
CDDP. As amostras foram homogeneizadas e 50 mL de cada uma delas foi congelada a -
80 °C até os procedimentos de andlise (HOLDING et al., 1991; VOUILLAMOZ-LORENZ et
al., 2001). A concentragéo final de CDDP urinaria foi considerada a partir da soma de
todas as quantificagdes apds cada administragdo do quimioterapico.

As concentragbes de CDDP em amostras de urina foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), de acordo com o0s seguintes
procedimentos (LOPES-FLORES et al., 2005)

7.1. Procedimentos pré-analiticos

7.1.1. Construcao da curva padrao

Foi coletada urina de um voluntario sadio (Cr e CICe em valores dentro da
normalidade) e que nédo fez uso de CDDP, para a constru¢ao da curva padréo.

A urina foi separada em oito amostras de 9,0 mL cada em tubos falcon. Foram
adicionados a estas amostras volumes de solugdo estoque de CDDP 1.000 pg/mL
(Accord farmacéutica Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil), para obter concentracdes finais de
0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,50; 5,00; 7,50 e 10,00 pg/mL.

As urinas foram preparadas e determinadas no mesmo dia para que nao houvesse
degradacao da CDDP derivatizada. E, apds troca de lotes de reagentes, assim como apos
troca de coluna do HPLC, novos padrées de concentracdo final de 10 ug/mL foram

preparados e injetados para verificar reprodutibilidade e precisao da técnica analitica.

7.1.2. Preparo da urina dos pacientes e da curva padrao

Seguiu-se o0 mesmo procedimento para as amostras de urina dos pacientes e para
as amostras de urina do controle com padrdes de CDDP. Adicionou-se 90 uL de NiCl,
(solucao de 300 pg/mL), como padrao interno (Pl) e 1000 puL de dietilditiocarbamato
(DDTC) a 10% (em NaOH 0,1 M), como derivatizante a cada amostra de urina. Cada uma
delas foi homogeneizada e incubada a 25 °C por uma hora. Apds incubacdo, foi
adicionado 1000 pL de cloroférmio a cada amostra, com o intuito de extrair o Pl e a CDDP
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derivatizados. As amostras foram entédo centrifugadas por 10 minutos a 3500 rpm. Apds a
centrifugacdo, as amostras foram homogeneizados para que a emulsdo formada com o
cloroférmio fosse quebrada e as mesmas foram novamente centrifugadas a 3500 rpm por
10 minutos. Ao término da centrifugacéo, os sobrenadantes foram desprezados e as fases
cloroférmicas foram transferidas para tubos de HPLC para posterior determinacao

analitica.
7.2. Procedimentos analiticos

7.2.1. Condicoes da cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para as analises de CDDP na urina, foram realizadas corridas cromatograficas
isocraticas em fase reversa, utilizando-se HPLC da marca Waters, com injecao
automatica, conectado a um detector ultravioleta-visivel, com comprimento de onda de
254 nm e integrador automatico.

A separagao cromatografica da CDDP conjugada foi realizada em uma coluna C-
18 (150 mm x 4,0 mm) de 4 uM de particula, com fase mével constituida de uma mistura
de agua/metanol/acetonitrila (31/40/29, v/v/v) e fluxo continuo de 1,6 mL/minuto. O
volume de injegéo foi de 10 pL e o tempo total de corrida foi de 10 minutos. Apos a corrida
cromatografica, as amostras foram analisadas e quantificadas utilizando-se softwares do

equipamento.

7.2.2. Construcao da curva padrao com urina de controle

Dez microlitros das amostras de urina com concentragées padrdao de CDDP,
previamente derivatizadas e extraidas em cloroférmio, foram injetados no HPLC e apoés a
corrida cromatografica, os picos de CDDP e Pl foram identificados, integrados e utilizados
para a construgdo da curva padrao. Os pontos da curva padrao foram realizados em

triplicata.

7.2.3. Quantificacao da cisplatina nas urinas dos pacientes

Dez microlitros de cada amostra de urina de pacientes, previamente derivatizadas
e extraidas em cloroférmio, foram injetados no HPLC. Apds corrida cromatografica, os
picos de CDDP e PI foram identificados e quantificados utilizando-se a curva padréo ja
construida. As amostras foram realizadas em duplicata.

72



7.2.4. Correcoes aplicadas nas amostras de urina

Alguns cuidados foram aplicados para garantir a exatiddo dos dados obtidos no
procedimento. As perdas decorrentes do processo de derivatizacao e extracado da CDDP
na urina dos pacientes foram corrigidas com a aplicacao de concentragdes conhecidas de
Pl, sendo que apos a corrida cromatografica, as areas obtidas de CDDP foram divididas
pelas areas do PI.

Possiveis diluicdes ou concentragdes da urina, decorrentes da ingestao de muita
ou pouca agua pelo paciente e, consequente influéncia na concentragcédo de CDDP, foram
corrigidas pela determinacdo de Cr urinaria, ou seja, as areas de CDDP obtidas no
cromatograma foram primeiramente corrigidas pelas areas do Pl e o resultado foi dividido
pelas concentragdes urindrias de Cr dos respectivos pacientes.

As analises foram realizadas no laboratério de Patologia Clinica do Hospital de
Clinicas da UNICAMP, por Eder de Carvalho Pincinato (aluno de doutorado), sob a
supervisado da Profa. Dra. Patricia Moriel.

8. Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados apdés a obtencdo do termo de
consentimento informado (Anexo 4) assinados por pacientes que aceitaram participar do
estudo proposto. Todas as imagens foram utilizadas ap6s os pacientes aceitarem e
assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido para obtencao, utilizacao e
divulgacdo (Anexo 5). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Médica da UNICAMP (Processo n® 274/2011) (Anexo 6).

9. Analise estatistica

O teste de verificagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) foi realizado com o
intuito de verificar se ocorreu distribuicdo preferencial de algum dos gendtipos dos
polimorfismos avaliados nos pacientes utilizados no estudo.

O significado estatistico das diferengas entre grupos foi calculado pelo teste da
probabilidade exata de Fisher ou qui-quadrado (x°).

A regressao logistica multipla foi feita para obter a razdo das chances (ORs),
ajustadas por eventuais discrepancias especificas para cada variavel categoérica (taxa de
resposta, nduseas, vomitos, anemia, leucopenia, neutropenia, linfopenia, plaquetopenia e

ototoxicidade), considerando um intervalo de confianca (IC) de 95%.

73



A ANOVA foi realizada para medidas repetidas, ajustadas por eventuais
discrepancias especifica para cada variavel continua (CICre, TFG com EDTA-*'Cr, perda
auditiva e concentragdo de CDDP urinaria). Estas variaveis foram transformadas em
postos para realizagdo da analise comparativa, uma vez que nao apresentaram
distribuicdo normal.

O nivel de significAncia adotado para os testes estatisticos foi de 5% (P<0,05).

As anadlises foram realizadas por estatisticos da Camara de Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Meédicas da UNICAMP, com a utilizagdo dos programas
estatisticos Statistical Package for the Social Sciences versao 15.0 (SPSS Incorporation,
Chicago, IL, USA) e Statistical Analysis System versao 9.2 (SAS Institute Incorporation,
Cary, NC, USA).
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Resultados

1. Casuistica

As distribui¢des individualizadas dos 145 pacientes com CCECP consecutivos,
convidados inicialmente para o estudo, de acordo com a situacao final e as causas de
exclusao (quando pertinente) estdo apresentadas no Anexo 7.

As frequéncias das distribuicbes dos 145 pacientes com CCECP, de acordo com a
situacao final e as causas de exclusao (quando pertinente) estdo apresentadas na Tabela
9.

Tabela 9. Frequéncias das distribuicbes dos 145 pacientes com
carcinoma de células escamosas de cabecga e pescogo, de acordo com
a situagéao final e as causas de exclusdo do estudo

Variaveis Numero de pacientes (%)
Permaneceram no estudo 90 (62,1)
Excluidos 55 (37,9)

Disfungéo renal 21 (38,2)

KPS reduzido 19 (34,5)

Disfungao auditiva 5(9,1)

Quimioterapia de inducao 5(9,1)

Abandono do tratamento 5(9,1)

Observamos que 55 pacientes foram excluidos do estudo entre o primeiro
atendimento e o inicio da terapéutica, devido principalmente a reducao de funcao renal ou
do KPS. Os 90 pacientes consecutivos que mantiveram a situacao inicial no inicio da

terapéutica foram efetivamente inseridos e constituiram a casuistica deste estudo.

2. Aspectos clinicos e do tumor

As distribuigdes individualizadas dos 90 pacientes por idade, sexo, etnia, IMC,
presencga de hipertensdo arterial e diabetes mellitus, padrdes de etilismo e de tabagismo,
localizagédo, estagio e grau de diferenciagdo do tumor e presengca do HPV estdo

apresentadas nos Anexos 8 e 9.
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Ja as frequéncias das distribuicdes dos 90 pacientes de acordo as caracteristicas
clinicas estao apresentadas na Tabela 10. As frequéncias das distribuicdes dos mesmos
de acordo com as caracteristicas do tumor estdo apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 10. Frequéncias das distribuicdes dos 90 pacientes com carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescoco tratados com cisplatina
associada a radioterapia, de acordo com a idade, 0 sexo, a etnia, o indice
de massa corpérea, as comorbidades e o padrao de etilismo e tabagismo

Variaveis Numero de pacientes (%)

Idade mediana (anos)

<56 43 (47,8)

> 56 47 (52,2)
Sexo

Masculino 83 (92,2)

Feminino 7(7,8)
Etnia

Caucasodide 83 (92,2)

Negroide 7 (7,8)
indice de massa corpérea

<185 43 (47,8)

218,5 47 (52,2)
Hipertensao arterial

Sim 24 (26,7)

Nao 66 (73,3)
Diabetes mellitus

Sim 10 (11,1)

Nao 80 (88,9)
Etilismo

Abstémio 7 (7,8)

Discreto 4 (4,4)

Moderado 15 (16,7)

Acentuado 26 (28,9)

Mais que acentuado 38 (42,2)
Tabagismo

N&o tabagista 2(2,2)

Discreto 1(1,1)

Moderado 8 (8,9)

Acentuado 79 (87,8)
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Tabela 11. Frequéncia das distribuicdes dos 90 pacientes com carcinoma de

células escamosas de cabeca e pescoco tratados com cisplatina associada a

radioterapia, de acordo com a localizacdo, o grau de diferenciacao, o estagio

do tumor e a presenca do papilomavirus humano

Variaveis

Numero de pacientes (%)

Sitio do tumor
Cavidade oral
Faringe
Laringe
Regiao do tumor
Mucosa oral
Palato duro
Lingua
Assoalho de boca
Orofaringe
Hipofaringe
Supraglote
Glote
Subglote
Grau de diferenciagcao do tumor
Bem diferenciado
Moderadamente diferenciado
Pouco diferenciado
Indiferenciado
N&o avaliado
Estagio do tumor
I
Il
I
IVa
IVb
Imunohistoquimica para p16
Positiva
Negativa
Nao avaliada
Hibridizagao in situ para HPV
Positiva
Negativa

2(2,2)
58 (64,4)
12 (13,4)
1(1,1)
17 (18,9)

1(1,1)
5 (5,5)

14 (15,6)
54 (60,0)
16 (17.8)
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Observamos que cerca de metade da nossa casuistica foi constituida por
pacientes com idade maior do que 56 anos e com IMC reduzido. Ja a maioria deles eram
homens, caucasoides, sem comorbidades que pudessem alterar a funcao renal, etilistas e
tabagistas com habito acentuado.

Observamos que cerca de 60% dos nossos pacientes apresentou tumor na faringe,
particularmente na orofaringe e, que maioria dos nossos pacientes que puderam ser
avaliados quanto ao grau de diferenciacéao do tumor, apresentou tumor moderadamente
diferenciados. Ja a maioria deles avaliados por estagio do tumor apresentou tumor de
estagio avangado.

A expressdao da p16 foi positiva e negativa em 4,4% e 58,9% dos casos,
respectivamente. Ja na hibridizagao in situ 100% dos casos foram negativos (Figura 4).
Dessa forma, observamos que o HPV n&o foi identificado em fragmentos do tumor de
nenhum dos casos em que a avaliagéo foi possivel. Informamos que a presenga do HPV
nao foi investigada em 33 casos, devido a dificuldade na obtencdo de fragmentos
adequados do tumor incluidos em parafina.
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Figura 4. Secgdes de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo incluidos em
parafina para pesquisa de HPV. (A), (B) e (C) representam amostras de pacientes com células
negativas para p16 (caso 17), com células positivas para p16 (caso 86) e com células ausentes
de HPV (caso 60), respectivamente, e (D) representa o controle positivo das reacdes. Reacéo
de imunohistoquimica com o anticorpo anti-P16 evidenciando (A) as caracteristicas atipicas
celulares e negatividade para p16 (aumento de 40x) e (B) as caracteristicas atipicas celulares e
forte positividade citoplasmatica e nuclear nas células carcinomatosas (aumento de 40x).
Hibridizagao in situ com sonda de largo espectro para HPV evidenciando (C) auséncia de sinais
puntiformes em células tumorais (aumento de 40x) e (D) os sinais puntiformes acastanhados
nucleares em grupos confluentes de células tumorais (> 20 células), indicando integracao

nuclear do virus (aumento de 40x)
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3. Terapéutica de pacientes com CCECP

As distribuigbes individualizadas dos 90 pacientes com CCECP tratados com
CDDP associada a RT, de acordo com as doses de CDDP efetivamente recebida em
cada aplicacdo e a dose acumulada durante o tratamento completo, estdo apresentadas
no Anexo 10.

Sessenta e oito pacientes (75,5%) receberam trés aplicacbes de CDDP e 22
pacientes (24,5%) receberam apenas duas aplicacbes de CDDP, devido a toxicidades
renal e hematoldgica. As doses do quimioterapico variaram de 50 a 100 mg/m?, razao
pela qual optamos por utilizar a dose acumulada de CDDP durante o tratamento completo
para as analises de associacao do estudo. Todos os pacientes foram tratados com RT
com dose total de 70 Gy.

4, Analise dos gendétipos dos polimorfismos génicos

Os gendtipos distintos dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn,
XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T, estao representados nas Figuras 5,
6,7, 8 € 9, respectivamente.

As frequéncias das distribuicdes dos 90 pacientes, de acordo com os gendtipos e
alelos dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF
T30028C e ERCC1 C118T, estao apresentadas na Tabela 12.
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281pb

150pb
131pb

Figura 5. Produtos da digestdo enzimatica com a enzima Pwull de fragmentos de interesse do
gene XPC amplificados por meio da reagdo em cadeia da polimerase, para detecgdo dos genétipos
do polimorfismo Lys939GIn em pacientes com carcinoma de células escamosas de cabega e
pescoco. Gel de agarose 3% corado com brometo de etidio. Fragmentos de 281 pb corresponde
ao alelo selvagem Lys. Fragmentos de 150 e 131 pb correspondem ao alelo variante Gin. O
marcador do tamanho do DNA, ladder de 50 pb, esta representado na coluna 1. Individuo com o
genotipo homozigoto selvagem Lys/Lys esta representado na coluna 2. Individuo com o gendtipo
heterozigoto Lys/GIn estd representado na coluna 3. Individuos com o genétipo homozigoto
variante GIn/Gln estao apresentados nas colunas 4 e 5
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Figura 6. Produtos da digestdo enzimatica com a enzima Styl de fragmentos de interesse do gene
XPD amplificados por meio da reagdo em cadeia da polimerase, para detecgdo dos genétipos do
polimorfismo Asp312Asn em pacientes com carcinoma de células escamosas de cabega e
pescogo. Gel de agarose 3% corado com brometo de etidio. Fragmentos de 507 e 244 pb
correspondem ao alelo selvagem Asp. Fragmentos de 474, 244 e 33 pb (n&o visualizado)
correspondem ao alelo variante Asn. O marcador do tamanho do DNA, ladder de 50 pb, esta
representado na coluna 1. Individuos com o genédtipo homozigoto selvagem Asp/Asp estao
representados nas colunas 2 e 5. Individuos com o genoétipo heterozigoto Asp/Asn estdo
representados nas colunas 3 e 6. Individuo com o gendtipo homozigoto variante Asn/Asn esta
apresentado na coluna 4
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Figura 7. Produtos da digestdo enzimatica com a enzima Pstl de fragmentos de interesse do gene
XPD amplificados por meio da reagdo em cadeia da polimerase, para detecgdo dos genétipos do
polimorfismo Lys751GIn em pacientes com carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo.
Gel de agarose 3% corado com brometo de etidio. Fragmentos de 290 e 146 pb correspondem ao
alelo selvagem Lys. Fragmentos de 227, 146 e 63 pb correspondem ao alelo variante Gin. O
marcador do tamanho do DNA, ladder de 50 pb, esta representado na coluna 1. Individuos com o
genétipo homozigoto selvagem Lys/Lys estao representados nas colunas 2, 3 e 6. Individuos com
0 genotipo heterozigoto Lys/GIn estdo representados nas colunas 4, 5 e 7. Individuo com o
genotipo homozigoto variante GIn/Gln esté apresentado na coluna 8
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Figura 8. Produtos da digestao enzimatica com a enzima AlwNI de fragmentos de interesse do
gene XPF amplificados por meio da reacao em cadeia da polimerase, para detec¢éo dos genétipos
do polimorfismo T30028C em pacientes com carcinoma de células escamosas de cabecga e
pescoco. Gel de agarose 3% corado com brometo de etidio. Fragmentos de 442 e 267 pb
correspondem ao alelo selvagem T. Fragmento de 709 pb corresponde ao alelo variante C. O
marcador do tamanho do DNA, ladder de 50 pb, esta representado na coluna 1. Individuos com o
gendtipo homozigoto selvagem TT estédo representados nas colunas 3, 5 e 6. Individuos com o
gendtipo heterozigoto TC estdo representados nas colunas 2 e 7. Individuo com o genétipo

homozigoto variante CC esta apresentado na coluna 4
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Figura 9. Produtos da digestdo enzimatica com a enzima BsrDl de fragmentos de interesse do
gene ERCC1 amplificados por meio da reacdo em cadeia da polimerase, para deteccdo dos
genotipos do polimorfismo C118T em pacientes com carcinoma de células escamosas de cabega e
pescoco. Gel de agarose 3% corado com brometo de etidio. Fragmento de 474 pb corresponde ao
alelo selvagem C. Fragmentos de 311 e 163 pb correspondem ao alelo variante T. O marcador do
tamanho do DNA, ladder de 50 pb, esta representado na coluna 1. Individuos com o genétipo
homozigoto selvagem CC estdo representados nas colunas 3 e 5. Individuos com o genétipo
heterozigoto CT estédo representados nas colunas 4 e 6. Individuo com o gendtipo homozigoto

variante TT esta apresentado na coluna 2
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Tabela 12. Frequéncias das distribuicdes dos 90 pacientes com carcinoma de
células escamosas de cabega e pescogo tratados com cisplatina associada a
radioterapia, de acordo com os gendtipos e alelos dos polimorfismos XPC
Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T

Genotipos e Alelos Numero de pacientes (%)

XPC Lys939GiIn rs2228001

Lys/Lys 32 (35,5)
Lys/GIn 45 (50,0)
GIn/GIn 13 (14,5)
Lys 109 (60,6)
Gin 71 (39,4)
XPD10 Asp312Asn rs1799793
Asp/Asp 48 (53,3)
Asp/Asn 32 (35,6)
Asn/Asn 10 (11,1)
Asp 128 (71,1)
Asn 52 (28,9)
XPD23 Lys751GIn rs13181
Lys/Lys 44 (48,9)
Lys/Gin 38 (42,2)
GIn/Gin 8(8,9)
Lys 126 (70,0)
Gin 54 (30,0)
XPF T30028C rs1799801
TT 41 (45,5)
TC 42 (46,7)
CcC 7 (7,8)
T 124 (68,9)
C 56 (31,1)
ERCC1C118T rs11615
cc 25 (27,8)
CT 49 (54.,4)
TT 16 (17,8)
C 99 (55,0)
T 81 (45,0)

XPC Lys939Gin: (Lys/Lys) homozigoto selvagem, (Lys/GlIn) heterozigoto, (GIn/Gln) homozigoto variante;
XPD10 Asp312Asn: (Asp/Asp) homozigoto selvagem, (Asp/Asn) heterozigoto, (Asn/Asn) homozigoto
variante; XPD23 Lys751GiIn: (Lys/Lys) homozigoto selvagem, (Lys/GIn) heterozigoto, (GIn/Gln) homozigoto
variante; XPF T30028C: (TT) homozigoto selvagem, (TC) heterozigoto, (CC) homozigoto variante e
ERCC1 C118T: (CC) homozigoto selvagem, (CT) heterozigoto, (TT) homozigoto variante
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As amostras dos pacientes estiveram em equilibrio de HW para os loci XPC
Lys939GIn (x°= 1,92, P=0,61), XPD10 Asp312Asn (X°= 1,63, P=0,71), XPD23 Lys751GiIn
(x?= 0,003, P= 0,70), XPF T30028C (x°= 0,70, P= 0,69) e ERCC1 C118T (x*= 0,89, P=
0,55).

Os gendtipos selvagens XPC Lys/Lys, XPD10 Asp/Asp, XPD23 Lys/Lys, XPF TT e
ERCC1 CC, descritos como os que preservam a capacidade de reparo de DNA (WINSEY
et al., 2000; YU et al., 2000; QIAO et al., 2002; ZHU et al., 2008), foram considerados
como referéncias na avaliagdo da influéncia dos polimorfismos na taxa de resposta,
toxicidades e concentracdo de CDDP urinaria. J& os genétipos variantes XPC GiIn/Gin,
XPD10 Asn/Asn, XPD23 GiIn/GIn, XPF CC e ERCC1 TT, descritos como associados a
menor capacidade de reparo de DNA (WINSEY et al., 2000; YU et al., 2000; QIAO et al.,
2002; ZHU et al., 2008), foram considerados os objetos de teste no estudo. Os gendtipos
heterozigotos foram avaliados em associagdo aos primeiros e aos ultimos gendtipos para

verificar onde teriam impacto para a variavel em questao.

5. Taxa de resposta ao tratamento

As frequéncias das distribuicbes dos 72 pacientes, de acordo com os tipos de
resposta ao tratamento estdo apresentadas na Tabela 13.

Informamos que nao foi possivel avaliar a taxa de resposta de 18 pacientes (casos
1, 6, 23, 40, 46, 48, 50, 60, 93, 98, 106, 125, 126, 130, 132, 140, 143 e 145), pois alguns

evoluiram para o ébito (n= 10), e outros nado realizaram o exame (n= 8).

Tabela 13. Frequéncias das distribuicbes dos 72 pacientes com
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo por tipos

de resposta a terapéutica com cisplatina associada a radioterapia

Taxa de resposta Numero de pacientes (%)
Resposta completa 15 (20,8)
Resposta parcial 52 (72,2)

Doenca estavel 5(7,0)

Doenga progressiva 0 (0,0)

O ndmero de pacientes avaliados (n= 72) difere do total (n= 90), pois
parte dos pacientes ndo realizaram exame de imagem ao término da

terapéutica
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Observamos que maior parte dos nossos pacientes (cerca de 70%) apresentou
resposta parcial ao tratamento com CDDP associada a RT. Resposta completa foi
identificada em cerca de 20% dos nossos casos.

A evidente resposta clinica em regido cervical em paciente com CCECP de
faringe (caso 89) tratado com CDDP associada a RT esta apresentada na Figura 10.

A resposta completa identificada por TC do pesco¢o em paciente com CCECP de
laringe (caso 17) tratado com CDDP associada a RT esta apresentada na Figura 11.

As frequéncias das distribuicdes dos 72 pacientes, de acordo com os genotipos
dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF
T30028C e ERCC1 C118T e os tipos de resposta obtidas com o tratamento estao
apresentadas na Tabela 14.
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Figura 10. Paciente com carcinoma de células escamosas de faringe antes e apds o
tratamento (caso 89). Proeminéncia cervical infra-auricular direita (conglomerado linfonodal
metastatico cervical) antes do tratamento pode ser vista nas figuras (A) e (B). Regressao total
de proeminéncia cervical, ap6s tratamento com cisplatina associada a radioterapia, pode ser

vista nas figuras (C) e (D)
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Figura 11. Imagens obtidas antes e apds o tratamento de paciente com carcinoma de células
escamosas de laringe em cortes axiais e coronais de tomografia computadorizada de pescogo
com contraste intravenoso (caso 17). Em imagens obtidas antes do tratamento, lesédo
vegetante levemente hipercaptante (11,24 mm de altura) em corda vocal direita pode ser vista
nas figuras (A) e (B) e linfonodomegalia cervical bilateral (14,19 mm e 23,15 mm) na figura (C).
Estrutura laringea preservada, apés tratamento com cisplatina associada a radioterapia, pode
ser vista na figura (D)
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Tabela 14. Frequéncias das distribuicdes dos 72 pacientes com carcinoma de células
escamosas de cabecga e pescog¢o por genoétipos dos polimorfismos XPC Lys939Gin,
XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T e os tipos de
resposta a terapéutica com cisplatina associada a radioterapia

Taxa de resposta

Variaveis Resposta completa  Resposta parcial + Doenca estavel
N (%) N (%)

XPC Lys939GIn

Lys/Lys+Lys/GIn* 12 (20,0) 48 (80,0)
GiIn/GIn 3 (25,0) 9 (75,0)
Valor de P 0,36
OR (IC 95%) 2,16 (0,41-11,32)
Lys/Lys* 7 (30,4) 16 (69,6)
Lys/GIn+GIn/GIn 8 (16,3) 41 (83,7)
Valor de P 0,29
OR (IC 95%) 0,50 (0,14-1,82)
XPD10 Asp312Asn
Asp/Asp+Asp/Asn* 12 (18,5) 53 (81,5)
Asn/Asn 3 (42,9) 4 (57,1)
Valor de P 0,04
OR (IC 95%) 8,50 (1,02-70,70)
Asp/Asp* 8 (21,6) 29 (78,4)
Asp/Asn+Asn/Asn 7 (20,0) 28 (80,0)
Valor de P 0,75
OR (IC 95%) 0,82 (0,24-2,75)

XPD23 Lys751GIn

Lys/Lys+Lys/GIn* 13 (20,3) 51 (79,7)
GIn/GIn 2 (25,0) 6 (75,0)
Valor de P 0,97
OR (IC 95%) 1,03 (0,14-7,47)
Lys/Lys* 7 (20,6) 27 (79,4)
Lys/GIn+GIn/GIn 8 (21,1) 30 (78,9)
Valor de P 0,79
OR (IC 95%) 1,17 (0,34-3,94)
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XPF T30028C

TT+TC* 14 (21,5) 51 (78,5)
CcC 1(14,3) 6 (85,7)
Valor de P 0,66
OR (IC 95%) 0,58 (0,05-6,48)
TT* 7 (24,1) 22 (75,9)
TC+CC 8 (18,6) 35 (81,4)
Valor de P 0,55
OR (IC 95%) 0,68 (0,19-2,38)
ERCC1C118T
CC+CT* 12 (20,0) 48 (80,0)
TT 3 (25,0) 9 (75,0)
Valor de P 0,79
OR (IC 95%) 1,22 (0,26-5,61)
cc* 6 (28,6) 15 (71,4)
CT+TT 9(17,6) 42 (82,4)
Valor de P 0,55
OR (IC 95%) 0,67 (0,18-2,48)

(N) nimero de pacientes; (*) genotipo referéncia; (OR) razdo das chances ajustadas por idade,
dose de cisplatina acumulada, indice de massa corpérea, localizagdo do tumor; (IC) intervalo
de confianga. O numero de pacientes avaliados no estudo (n= 72) difere do total (n= 90), pois

alguns pacientes nao realizaram exame de imagem ao término da terapéutica
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Observamos que pacientes com o genotipo variante Asn/Asn do polimorfismo
XPD10 Asp312Asn apresentaram mais frequentmente resposta completa a terapéutica
padrao do que pacientes com o alelo Asp (genétipo Asp/Asp ou Asp/Asn) (42,9% versus
18,5%, P= 0,04). Pacientes com o genétipo variante Asn/Asn apresentaram sob chance
de 8,50 vezes maior de apresentar resposta completa a terapéutica padrdao do que os
demais (IC 95%: 1,02-70,70).

Frequéncias similares dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD23 Lys751GiIn, XPF
T30028C e ERCC1 C118T foram observadas em pacientes estratificados por taxas de
resposta ao tratamento.

6. Toxicidade ao esquema terapéutico

6.1. Nauseas, vOmitos e mielossupressao

As frequéncias das distribuicbes dos 88 pacientes, de acordo com os graus de
nauseas, vomitos e adesao aos antieméticos durante o tratamento estdo apresentadas na
Tabela 15. Ja a distribuicdo dos 84 pacientes, de acordo com os graus de
mielossupressdo com o tratamento estdo apresentadas na Tabela 16.

Informamos que n&o foi possivel avaliar o grau de nauseas, vomitos e adesdo aos
antieméticos de dois pacientes (casos 1 e 6), devido a obtencdo de informacgdes
inconsistentes. Ainda, ndo foi possivel avaliar o grau de mielossupressdo de seis
pacientes (casos 1, 6, 23, 40, 78 e 115), pois ndo realizaram o exame hematolégico em
algum periodo do tratamento.

As frequéncias das distribuicbes dos 88 e 84 pacientes, de acordo com o0s
genotipos dos polimorfismos XPC Lys939GiIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751Gin,
XPF T30028C e ERCC1 C118T e os graus de nauseas, vomitos e mielossupressao com o
tratamento estao apresentadas nas Tabelas 17 e 18, respectivamente.
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Tabela 15. Frequéncias das distribuicbes dos 88 pacientes com carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescogco por graus de nauseas e
vOmitos e adesdo aos antieméticos durante terapéutica com cisplatina

associada a radioterapia

Variaveis Numero de pacientes (%)
Nauseas
Grau 0 15 (17,0)
Grau 1 22 (25,0)
Grau 2 40 (45,5)
Grau 3 11 (12,5)
Vomitos
Grau 0 38 (43,2)
Grau 1 21 (23,8)
Grau 2 19 (21,6)
Grau 3 10 (11,4)
Grau 4 0 (0,0)
Adeséo ao tratamento
Alta 64 (72,7)
Média 22 (25,0)
Nao 2 (2,3)

O numero de pacientes avaliados (n= 88) difere do total (n= 90), devido a falta de
informagdes consistentes sobre nauseas, vomitos e adesdo a antieméticos em

dois dos nossos casos
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Tabela 16. Frequéncia das distribuicbes dos 84 pacientes com carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescoco por graus de mielossupressao
durante terapéutica com cisplatina associada a radioterapia

Variaveis Numero de pacientes (%)
Anemia
Grau 0 2(2,4)
Grau 1 35 (41,7)
Grau 2 32 (38,1)
Grau 3 15 (17,8)
Grau 4 0(0,0)
Leucopenia
Grau 0 24 (28,6)
Grau 1 23 (27,4)
Grau 2 27 (32,1)
Grau 3 9(10,7)
Grau 4 1(1,2)
Neutropenia
Grau 0 33 (39,3)
Grau 1 16 (19,0)
Grau 2 18 (21,4)
Grau 3 12 (14,3)
Grau 4 5 (6,0)
Linfopenia
Grau 0 2(2,4)
Grau 1 3 (3,6)
Grau 2 37 (44,0)
Grau 3 38 (45,2)
Grau 4 4 (4,8)
Plaquetopenia
Grau 0 54 (64,3)
Grau 1 27 (32,1)
Grau 2 2(2,4)
Grau 3 0 (0,0)
Grau 4 1(1,2)

O numero de pacientes avaliados (n= 84) difere do total (n= 90), pois seis dos
nossos casos nao realizaram exame hematolégico durante a terapéutica com

cisplatina associada a radioterapia
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Tabela 17. Frequéncias das distribuicbes dos 88 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo por
gendtipos dos polimorfismos XPC Lys939GiIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T e graus de

nauseas e vomitos durante terapéutica com cisplatina associada a radioterapia

Nauseas Vomitos
Variaveis GO G1+G2+G3 G0+G1 G2+G3 GO G1+G2+G3+G4
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
XPC Lys939GIn
Lys/Lys+Lys/Gin* 13 (17,1) 63 (82,9) 32 (42,1) 44 (57,9) 34 (44,7) 42 (55,3)
GIn/GIn 2(16,7) 10 (83,3) 5(41,7) 7 (58,3) 4 (33,3) 8 (66,7)
Valor de P 0,89 0,79 0,51
OR (IC 95%) 1,11 (0,21-5,88) 1,19 (0,31-4,51) 1,57 (0,40-6,12)
Lys/Lys* 5 (15,6) 27 (84,4) 11 (34,4) 21 (65,6) 12 (37,5) 20 (62,5)
Lys/GIn+GIn/Gln 10 (17,9) 46 (82,1) 26 (46,4) 30 (53,6) 26 (46,4) 30 (53,6)
Valor de P 0,80 0,27 0,48
OR (IC 95%) 0,86 (0,25-2,86) 0,58 (0,22-1,52) 0,71 (0,28-1,81)
XPD10 Asp312Asn
Asp/Asp+Asp/Asn* 13 (16,7) 65 (83,3) 32 (41,0 46 (59,0) 36 (46,2) 42 (53,8)
Asn/Asn 2 (20,0) 8 (80,0) 5 (50,0) 5 (50,0) 2 (20,0) 8 (80,0)
Valor de P 0,62 0,67 0,10
OR (IC 95%) 0,65 (0,11-3,65) 0,73 (0,17-3,11) 4,04 (0,75-21,63)
Asp/Asp* 6 (12,8) 41 (87,2) 16 (34,0) 31 (66,0) 20 (42,6) 27 (57,4)
Asp/Asn+Asn/Asn 9 (22,0) 32 (78,0) 21 (51,2) 20 (48,8) 18 (43,9) 23 (56,1)
Valor de P 0,18 0,04 0,85
OR (IC 95%) 0,44 (0,13-1,46) 0,38 (0,14-0,99) 0,91 (0,37-2,26)
XPD23 Lys751GIn
Lys/Lys+Lys/GIn* 13 (16,3) 67 (83,7) 35 (43,8) 45 (56,2) 34 (42,5) 46 (57,5)
GIn/Gin 2 (25,0) 6 (75,0) 2 (25,0) 6 (75,0) 4 (50,0) 4 (50,0)
Valor de P 0,30 0,16 0,91

OR (IC 95%)

0,37 (0,05-2,46)

3,50 (0,58-20,95)

0,92 (0,19-4,44)
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Lys/Lys*
Lys/GIn+GIn/Gin
Valor de P
OR (IC 95%)
XPF T30028C
TT+TC*
CcC
Valor de P
OR (IC 95%)
TT*
TC+CC
Valor de P
OR (IC 95%)
ERCC1C118T
CC+CT*
TT
Valor de P
OR (IC 95%)
CcC*
CT+TT
Valor de P
OR (IC 95%)

0,63
0,75 (0,23-2,43)

11 (13,6) 70 (86,4)
4(57,1) 3 (42,9)
0,02
0,13 (0,02-0,74)

5 (12,5) 35 (87,5)
10 (20,8) 38 (79,2)
0,25

0,49 (0,15-1,64)

13 (17.,8) 60 (82,2)
2(13,3) 13 (86,7)
0,70
1,37 (0,27-6,93)

2(8,0) 23 (92,0)
13 (20,6) 50 (79,4)
0,18

0,33 (0,06-1,66)

0,46
0,70 (0,27-1,80)

33 (40,7) 48 (59,3)
4 (57,1) 3 (42,9)
0,28
0,39 (0,07-2,16)

16 (40,0) 24 (60,0)
21 (43,8) 27 (56,2)
0,69

0,83 (0,33-2,05)

33 (45,2) 40 (54,8)
4(26,7) 11 (73,3)
0,15
2,50 (0,69-9,03)

11 (44,0) 14 (56,0)
26 (41,3) 37 (58,7)
0,88

1,07 (0,39-2,95)

17 (39,5) 26 (60,5)
21 (46,7) 24 (53,3)
0,54
0,75 (0,30-1,89)

32 (39,5) 49 (60,5)
6 (85,7) 1(14,3)
0,02
0,06 (0,007-0,67)

16 (40,0) 24 (60,0)
22 (45,8) 26 (54,2)
0,54

0,75 (0,31-1,85)

32 (43,8) 41 (56,2)
6 (40,0) 9 (60,0)
0,69
1,25 (0,39-4,02)

7 (28,0) 18 (72,0)
31 (49,2) 32 (50,8)
0,04

0,33 (0,11-0,97)

(GO) grau 0; (G1) grau 1; (G2) grau 2; (G3) grau 3; (G4) grau 4; (N) numero de pacientes; (*) gendtipo referéncia; (OR) razdo das chances
ajustadas por idade, dose de cisplatina acumulada e adesao ao tratamento; (IC) intervalo de confianga. O nimero de pacientes avaliados (n= 88)

difere do total (n= 90), devido a falta de informacdes consistentes sobre nduseas e vomitos em dois dos nossos casos
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Tabela 18. Frequéncias das distribuicdes dos 84 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco por gendétipos dos polimorfismos XPC
Lys939GiIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T e graus de mielossupressao durante terapéutica com cisplatina associada

a radioterapia

Anemia Leucopenia Neutropenia Linfopenia Plaquetopenia
Variaveis G0+G1 G2+G3+G4 G0+G1 G2+G3+G4  G0+G1+G2  G3+G4 G0+G1+G2 G3+G4 GO G1+G2+G3+G4
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

XPC Lys939GIn
Lys/Lys+Lys/GIn* 30 (41,1) 43 (58,9) 40 (54,8) 33 (45,2) 58 (79,5) 15 (20,5) 36 (49,3) 37 (50,7) 46 (63,0) 27 (37,0)
GIn/GIn 7 (63,6) 4 (36,4) 7 (63,6) 4 (36,4) 9 (81,8) 2(18,2) 6 (54,5) 5 (45,5) 8 (72,7) 3(27,3)

Valor de P 0,16 0,55 0,89 0,74 0,50

OR (IC 95%) 0,38 (0,10-1,47) 0,67 (0,17-2,51) 0,89 (0,17-4,61) 0,81 (0,22-2,90) 0,61 (0,14-2,55)
Lys/Lys* 13 (43,3) 17 (56,7) 17 (56,7) 13 (43,3) 24 (80,0) 6 (20,0) 16 (53,3) 14 (46,7) 21 (70,0) 9 (30,0)
Lys/GIn+GIn/Gin 24 (44,4) 30 (55,6) 30 (55,6) 24 (44,4) 43 (79,6) 11 (20,4) 26 (48,1) 28 (51,9) 33 (61,1) 21 (38,9)

Valor de P 0,98 0,95 0,87 0,63 0,51

OR (IC 95%) 0,99 (0,39-2,50) 1,02 (0,40-2,59) 1,09 (0,35-3,40) 1,25 (0,50-3,10) 1,38 (0,52-3,63)
XPD10 Asp312Asn
Asp/Asp+Asp/Asn* 35 (46,7) 40 (53,3) 41 (54,7) 34 (45,3) 59 (78,7) 16 (21,3) 38 (50,7) 37 (49,3) 48 (64,0) 27 (36,0)
Asn/Asn 2(22,2) 7 (77,8) 6 (66,7) 3(33,3) 8 (88,9) 1(11,1) 4 (44,4) 5 (55,6) 6 (66,7) 3(33,3)

Valor de P 0,11 0,57 0,43 0,63 0,81

OR (IC 95%) 3,89 (0,73-20,64) 0,65 (0,14-2,91) 0,42 (0,04-3,71) 1,40 (0,34-5,75) 0,83 (0,18-3,69)
Asp/Asp* 22 (50,0) 22 (50,0) 23 (52,3) 21 (47,7) 36 (81,8) 8(18,2) 21 (47,7) 23 (52,3) 28 (63,6) 16 (36,4)
Asp/Asn+Asn/Asn 15 (37,5) 25 (62,5) 24 (60,0) 16 (40,0) 31 (77,5) 9 (22,5) 21 (52,5) 19 (47,5) 26 (65,0) 14 (35,0)

Valor de P 0,23 0,53 0,66 0,66 0,95

OR (IC 95%)
XPD23 Lys751GIn
Lys/Lys+Lys/GIn*
GIn/Gln

Valor de P

OR (IC 95%)

1,72 (0,70-4,20)

32 (42,1) 44 (57,9)
5 (62,5) 3(37,5)
0,47
0,56 (0,12-2,66)

0,75 (0,31-1,82)

44 (57,9) 32 (42,1)
3 (37,5) 5 (62,5)
0,17
3,02 (0,62-14,67)

1,26 (0,43-3,70)

61 (80,3) 15 (19,7)
6 (75,0) 2(25,0)
0,82
1,22 (0,21-7,12)

0,82 (0,34-1,96)

37 (48,7) 39 (51,3)
5 (62,5) 3 (37.,5)
0,55
0,63 (0,13-2,94)

0,97 (0,39-2,40)

51 (67,1) 25 (32,9)
3(37,5) 5 (62,5)
0,12
3,39 (0,71-16,18)

99



Lys/Lys*
Lys/GIn+GIn/Gin
Valor de P
OR (IC 95%)
XPF T30028C
TT+TC*
cC
Valor de P
OR (IC 95%)
TT*
TC+CC
Valor de P
OR (IC 95%)
ERCC1C118T
CC+CT*
TT
Valor de P
OR (IC 95%)
ccC*
CT+TT
Valor de P
OR (IC 95%)

0,06
2,51 (0,99-6,33)

35 (45,5) 42 (54,5)
2(28,6) 5(71,4)
0,56
1,67 (0,29-9,58)

18 (48,6) 19 (51,4)
19 (40,4) 28 (59,6)
0,41

1,44 (0,59-3,52)

30 (43,5) 39 (56,5)
7 (46,7) 8(53,3)
0,84
0,89 (0,28-2,79)
10 (41,7) 14 (58,3)
27 (45,0) 33 (55,0)
0,57
0,75 (0,27-2,02)

0,62
1,24 (0,51-3,01)

45 (58,4) 32 (41,6)
2 (28,6) 5 (71,4)
0,21
3,00 (0,52-17,10)

18 (48,6) 19 (51,4)
29 (61,7) 18 (38,3)
0,28
0,61 (0,25-1,50)

39 (56,5) 30 (43,5)
8 (53,3) 7 (46,7)
0,77
1,18 (0,38-3,68)

16 (66,7) 8 (33,3)
31 (51,7) 29 (48,3)
0,29
1,72 (0,62-4,73)

36 (87,8) 5(12,2)
31 (72,1) 12 (27.,9)
0,07
2,83 (0,88-9,03)

60 (77.,9) 17 (22,1)

7 (100,0) 0 (0,0)
0,99
NA

30 (81,1) 7 (18,9)

37 (78,7) 10 (21,3)
0,85

1,10 (0,37-3,29)

56 (81,2) 13 (18.8)
11 (73,3) 4 (26,7)
0,51
1,54 (0,42-5,68)

21 (87,5) 3(12,5)
46 (76,7) 14 (23,3)
0,20
2,45 (0,61-9,87)

0,55
0,77 (0,32-1,83)

38 (49,4) 39 (50,6)
4(57,1) 3(42,9)
0,58
0,64 (0,13-3,17)
17 (45,9) 20 (54,1)
25 (53,2) 22 (46,8)
0,52
0,75 (0,31-1,80)

35 (50,7) 34 (49,3)
7 (46,7) 8 (53,3)
0,76
1,19 (0,38-3,66)
11 (45,8) 13 (54,2)
31 (51,7) 29 (48,3)
0,53
0,73 (0,27-1,94)

30 (73,2) 11 (26,8)
24 (55,8) 19 (44,2)
0,11
2,08 (0,82-5,26)

49 (63,6) 28 (36,4)
5(71,4) 2 (28,6)
0,68
0,69 (0,12-3,99)
22 (59,5) 15 (40,5)
32 (68,1) 15 (31,9)
0,44

0,70 (0,28-1,74)

47 (68,1) 22 (31,9)
7 (46,7) 8 (53,3)
0,11
2,50 (0,79-7,84)
16 (66,7) 8 (33,3)
38 (63,3) 22 (36,7)
0,75

1,18 (0,42-3,26)

(GO) grau 0; (G1) grau 1; (G2) grau 2; (G3) grau 3; (G4) grau 4; (N) nimero de pacientes; (*) genétipo referéncia; (NA) ndo avaliado devido ao nimero reduzido de pacientes;
(OR) razao das chances ajustadas por idade e dose de cisplatina acumulada; (IC) intervalo de confianga. O nimero de pacientes avaliados (n= 84) difere do total (n= 90), pois

seis dos nossos casos nao realizaram exame hematol6gico durante a terapéutica com cisplatina associada a radioterapia
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Observamos que a maior parte dos pacientes apresentou nduseas e vomitos graus
1 e 2 e alta ades&o aos antieméticos.

Observamos ainda que a maioria dos pacientes apresentou anemia, leucopenia e
neutropenia graus 1 e 2, linfopenia graus 2 e 3 e plaquetopenia grau 1.

Os pacientes com o alelo Asn (genétipo Asp/Asn ou Asn/Asn) do polimorfismo
XPD10 Asp321Asn apresentaram menos nauseas de grau 2 ou 3 do que os pacientes
com o genotipo Asp/Asp (48,8% versus 66,0%, P= 0,04). Portadores do genétipo Asp/Asn
ou Asn/Asn estiveram sob chance de 0,38 vezes menor de apresentar nduseas de grau 2
ou 3 do que aqueles com o genétipo Asp/Asp (IC 95%: 0,14-0,99).

Portadores do genétipo CC do polimorfismo XPF T30028C apresentaram menos
nauseas do que os pacientes com o alelo T (gend6tipo TT ou TC) (42,9% versus 86,4%, P=
0,02). Os pacientes com o genétipo CC estiveram sob chance de 0,13 vezes menor de
apresentar nausea do que os demais (IC 95%: 0,02-0,74). Individuos com o gendétipo CC
apresentaram menos vémitos do que os pacientes com o alelo T (gendtipo TT ou TC)
(14,3% versus 60,5%, P= 0,02). Os pacientes com o genoétipo CC estiveram sob chance
de 0,06 vezes menor de apresentar vomitos do que os demais (IC 95%: 0,007-0,67).

Ja os pacientes com o alelo T (genétipo CT ou TT) do polimorfismo ERCC1 C118T
apresentaram menos vémitos do que os que os pacientes com o genétipo CC (50,8%
versus 72,0%, P= 0,04). Individuos com o genétipo CT ou TT estiveram sob chance de
0,33 vezes menor de apresentar vOmitos do que os pacientes com o genoétipo CC (IC
95%: 0,11-0,97).

Frequéncias similares dos polimorfismos XPC Lys939GIn e XPD23 Lys751Gin
foram observados em pacientes com CCECP estratificados por diferentes graus de
nauseas e vomitos durante terapéutica com CDDP e RT.

Frequéncias similares dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn,
XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T foram observados em pacientes

estratificados por mielossupressao.

6.2. Ototoxicidade

As distribuicées dos 70 pacientes, de acordo com os limiares auditivos tonais por
via aérea, em orelhas direita e esquerda, obtidos antes e apds o tratamento e os graus de
ototoxicidade apdés o tratamento estdo apresentadas nas Tabelas 19 e 20,

respectivamente.
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Informamos que nao foi possivel avaliar os parametros auditivos e,
consequentemente, os graus de ototoxicidade de 20 pacientes (casos 1, 6, 23, 36, 40, 46,
48, 50, 98, 102, 106, 115, 116, 125, 127, 130, 132, 140, 143 e 145), pois alguns evoluiram

para o 6bito (n= 13), e outros nao realizaram o exame (n= 7).
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Tabela 19. Distribuicdes dos 70 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo por limiares auditivos
tonais (dB) por via aérea, em orelha direita e orelha esquerda, nas frequéncias 0,25, 0,50, 1, 2, 3, 4, 6 e 8 kHz, medidos antes

e apods terapéutica com cisplatina associada a radioterapia

Orelha direita

Orelha esquerda

Frequéncia , ,

(KH2) Antes do tratamento Apos o tratamento Antes do tratamento Apds o tratamento

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

0,25 17,0 £ 15,6 16,7 £ 14,3 145+12,6 17,4 £ 15,3

0,50 15,1+ 16,6 15,9+ 16,0 14,6 £ 13,6 17,1 £ 16,7

1 14,1 £17,0 15,8 £ 16,7 13,9+ 13,9 16,9+ 17,7

2 15,6 £ 18,1 23,4+21,2 15,4 + 13,8 25,6 £ 221

3 25,7+ 23,0 40,6 £ 24,9 242 +17,2 42,4 + 24,6

4 35,9 + 23,9 51,3+24,2 34,4+19,0 53,0 + 23,7

6 38,6 + 24,8 60,0 + 23,8 38,5+21,6 62,7 £ 25,0

8 38,3+ 26,7 61,6 £ 22,2 36,5+ 25,8 62,9 £ 22,8

(DP) desvio padrao. A média dos limiares auditivos tonais por via aérea foram expressos em deciBELL (dB). Notar que limiares auditivos
maiores do que 25 dB estdo associados a redugédo da acuidade auditiva. O nimero de pacientes avaliados (n= 70) difere do total inserido
no estudo (n= 90), pois 20 dos nossos casos nao realizaram a audiometria ao término da terapéutica com cisplatina e radioterapia
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Tabela 20. Frequéncias das distribuices dos 70 pacientes com
carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo por graus
de ototoxicidade por via aérea, medidos antes e apods a
terapéutica com cisplatina associada a radioterapia

Grau de ototoxicidade Numero de pacientes (%)
Grau 0 19 (27,1)

Grau 1 17 (24,3)

Grau 2 12 (17,2)

Grau 3 22 (31,4)

Grau 4 0 (0,0

O numero de pacientes avaliados (n= 70) difere do total (n= 90), pois 20
dos nossos casos ndo realizaram audiometria ao término da terapéutica
com cisplatina associada a radioterapia

Observamos que a maior parte dos nossos pacientes apresentou reducao dos
limiares auditivos nas frequéncias 3, 4, 6 e 8 kHz.

Ototoxicidade de graus 1, 2 e 3 foram identificadas entre nossos pacientes. Cerca
de um quarto dos nossos pacientes apresentaram ototoxicidade de grau 3.

As distribuicdes dos 70 pacientes, de acordo com os genétipos dos polimorfismos
XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T,
os limiares auditivos tonais por via aérea, em orelhas direita e esquerda, obtidos antes e
apds o tratamento e as frequéncias de grau de ototoxicidade apds o tratamento, estao
apresentadas nas Tabelas 21, 22, 23, 24 e 25, respectivamente.
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Tabela 21. Distribuicdes dos 70 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo por genétipos dos polimorfismos XPC Lys939Gin,
XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T e limiares auditivos tonais (dB) por via aérea, em orelha direita, nas frequéncias
0,25, 0,50, 1 e 2 kHz, medidos antes e apds o tratamento com cisplatina associada a radioterapia

0,25 kHz 0,50 kHz 1 kHz 2 kHz
Varidveis Antes do ApOs o Antes do ApOs o Antes do ApoOs o Antes do Apos o
tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média * DP Média £ DP Média + DP Média £ DP
XPC Lys939GIn
Lys/Lys+Lys/GIn 58 17,50 £ 16,76 17,41 £15,43 15,78 £ 17,96 17,24 £17,15 1491 +1829 16,81 +17,84 15,43 £19,02 23,36 £ 21,39
GIn/GIn 12 14,58 £ 7,53 13,33 £ 6,15 12,08 £ 6,56 9,58 £ 5,42 10,00 £7,39 10,83 £ 8,21 16,67 £ 13,54 23,75 +21,44
Valor de P 0,42 0,09 0,73 0,50
Lys/Lys 23 21,52 +22,13 18,70 £ 19,26 20,22 + 24,00 19,57 £ 22,86 18,26 £+ 24,06 21,30 +24,74 16,52 £ 24,70 29,35 + 27,27
Lys/GIn+GIn/GIn 47 14,79 £ 10,68 15,74 £ 11,28 12,66 + 10,88 14,15+ 11,15 12,02+11,96 13,09+10,14 15,21 £14,14 20,583 £17,17
Valor de P 0,22 0,24 0,87 0,06
XPD10 Asp312Asn
Asp/Asp+Asp/Asn 63 17,46 £ 16,29 16,90 + 14,88 15,71 £17,32 16,19 £ 16,58 1468+17,62 16,03+17,14 16,51 £18,76 22,54 £ 20,12
Asn/Asn 7 12,86 + 4,88 15,00 £ 8,16 10,00 £ 5,77 13,57 £9,88 8,57 + 8,52 13,57 £ 12,82 7,86 £ 7,56 31,43 £ 30,37
Valor de P 0,85 0,65 0,54 0,03
Asp/Asp 36 20,14 +£19,10 18,47 £ 16,03 19,44 + 21,31 18,75 £ 19,17 17,50 + 22,41 18,06 + 20,68 18,75+21,53 25,00 £21,65
Asp/Asn+Asn/Asn 34 13,68 £ 9,87 14,85 £ 12,22 10,59 + 7,26 12,94 £ 11,29 10,44 + 6,67 13,38 £ 10,85 12,35+13,16 21,76 £ 20,99
Valor de P 0,50 0,44 0,96 0,91
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XPD23 Lys751GIn

Lys/Lys+Lys/Gin 62 17,42 +16,47 17,26 + 14,90 15,56 + 17,44 16,37 + 16,75 13,87 +17,87 15,56 +17,25 1492 +17,87 22,26 + 20,32

GIn/GIn 8 13,75 + 3,54 12,50 + 8,02 11,88 + 7,04 12,50 + 8,02 15,63 +7,76 17,50 + 12,25 21,25+20,31 32,50 £ 27,26
Valor de P 0,22 0,77 0,40 0,99

Lys/Lys 34 21,03+19,30 18,68 £ 16,34 19,56 + 21,51 19,12 £ 20,06 17,50 +22,57 18,24 + 21,21 17,79 +22,37 23,38 +21,80

Lys/GIn+GIn/GIn 36 13,19 £9,79 14,86 £ 12,04 10,97 £ 8,35 12,92 £ 10,31 10,83 £8,15 13,47 £ 10,68 13,61 £12,91 23,47 £ 21,00
Valor de P 0,20 0,31 0,74 0,90

XPFT30028C

TT+TC 64 17,19 + 16,11 16,72 + 14,89 15,47 + 17,20 15,70 + 16,57 14,14 £17,63 15,55+ 17,09 16,17 £ 18,66 23,36 + 20,65

CC 6 15,00 £ 8,37 16,67 £ 6,06 11,67 £7,53 18,33 £8,16 13,33 £8,16 18,33 + 12,52 10,00 £ 10,00 24,17 + 29,23
Valor de P NA NA NA NA

TT 29 15,69 £ 11,47 15,00 £ 8,13 13,79 £ 10,91 15,00 £ 11,50 12,59 £10,40 15,34 £ 12,81 13,28 £10,11 21,03 £ 15,20

TC+CC 41 17,93+17,99 17,93 +17,43 16,10 £ 19,73 16,59 + 18,66 15,12+20,48 16,10 £19,12 17,32 +£22,08 25,12 + 24,69
Valor de P 0,56 0,74 0,79 0,80

ERCC1C118T

CC+CT 59 17,97 £ 16,66 16,61 + 15,07 15,42 £17,70 15,51 £ 16,37 13,98 £17,81 15,00 £ 17,15 16,02 +18,84 22,37 + 21,56

TT 11 11,82+ 5,13 17,27 +9,84 13,64 + 8,97 18,18 + 14,37 14,55 +12,34 20,00 £ 13,96 13,64 £ 14,16 29,09 + 19,34
Valor de P 0,06 0,56 0,33 0,08

CC 20 16,75+11,04 16,75+ 13,70 13,50 £ 8,75 13,75 £ 13,36 11,25 +7,23 12,25 £ 10,57 15,00 £ 12,03 24,75 +21,43

CT+TT 50 17,10£17,15 16,70 £ 14,69 15,80 + 18,88 16,80 + 16,99 15,20 £ 19,53 17,20 £ 18,49 15,90 £ 20,14 22,90 + 21,36
Valor de P 0,20 0,20 0,34 0,70

(kHz) quilohertz; (N) numero de pacientes; (DP) desvio padrao; (NA) ndo avaliado devido ao niumero reduzido de pacientes. Valores ajustados por idade, dose de cisplatina
acumulada e localizagao do tumor. As médias dos limiares auditivos tonais estdo apresentadas em deciBELL (dB). Notar que limiares auditivos maiores do que 25 dB estao
associados a reducdo da acuidade auditiva. O nimero de pacientes avaliados (n= 70) difere do total (n= 90), pois 20 dos nossos casos nao realizaram a audiometria ao

término da terapéutica com cisplatina e radioterapia
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Tabela 22. Distribuicbes dos 70 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco por genétipos dos polimorfismos XPC Lys939Gin,
XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T e limiares auditivos tonais (dB) por via aérea, em orelha direita, nas frequéncias 3,
4, 6 e 8 kHz, medidos antes e ap6s o tratamento com cisplatina associada a radioterapia

3 kHz 4 kHz 6 kHz 8 kHz
Varidveis N Antes do Apos o Antes do ApOs o Antes do ApoOs o Antes do Apos o
tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média £ DP Média + DP Média £ DP
XPC Lys939GIn
Lys/Lys+Lys/GIn 58 24,74 + 22 87 41,03 + 24,81 34,66 + 22,75 51,72 £ 24,16 37,59 +25,14 59,31 + 24,63 36,72 +26,83 61,21 +22,58
GIn/GIn 12 30,42 + 24,07 38,33 + 26,23 42,08 £ 29,27 49,17 £ 25,30 43,33 £23,77 63,33 £20,15 4583 £25,66 63,75 21,12
Valor de P 0,10 0,10 0,66 0,29
Lys/Lys 23 24,78 + 27,07 48,04 + 28,99 35,22 + 27,82 57,17 £ 25,22 37,17 £28,40 64,78 +24,19 36,52 +25,25 67,61 +20,39
Lys/GIn+GIn/GIn 47 26,17 £ 21,04 36,91 £ 22,03 36,28 + 22,08 48,40 + 23,41 39,26 +23,20 57,66 + 23,56 39,15 +27,57 58,72 + 22,69
Valor de P 0,004 0,01 0,03 0,007
XPD10 Asp312Asn
Asp/Asp+Asp/Asn 63 26,90 + 23,83 39,76 + 24,29 36,43 + 24,80 50,40 £ 24,79 39,21 + 25,51 59,68 £ 24,43 38,49 +26,82 60,32 +22,59
Asn/Asn 7 15,00 + 8,16 47,86 + 30,94 31,43 £ 14,06 59,29 +17,18 32,86 +17,99 62,86 + 18,90 36,43 +27,34 73,57 £14,64
Valor de P 0,02 0,09 0,22 0,04
Asp/Asp 36 29,58 + 24,65 45,00 + 23,11 39,86 + 24,89 54,31 £ 24,44 4292 +27,08 64,17 +22,41 40,28 £+28,00 62,78 £21,99
Asp/Asn+Asn/Asn 34 21,62 + 20,70 35,88 + 26,15 31,76 + 22,46 48,09 + 23,87 33,97 +21,66 55,59 + 24,83 36,18 £ 25,44 60,44 + 22,71
Valor de P 0,59 0,85 0,89 0,74
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XPD23 Lys751GIn

Lys/Lys+Lys/GIn 62 24,76 +22,39 39,68 £ 23,87 35,16 + 23,15 50,73 + 24,02 37,50 £ 24,52 59,52 + 24,19 36,77 £25,96 61,29 + 22,41

GIn/GIn 8 33,13+27,89 47,50 + 32,84 41,88 + 30,35 55,63 26,78 46,88 +27,38 63,75 £ 22,00 50,00 +31,05 64,38 +21,78
Valor de P 0,50 0,84 0,70 0,29

Lys/Lys 34 28,53 + 25,78 43,97 £ 24,70 40,59 + 25,31 53,82 + 24,43 42,79 +28,32 63,82 £ 23,23 38,97 +27,49 65,15 +21,44

Lys/GIn+GIn/GIn 36 23,06 +20,05 37,36 £ 24,97 31,53 + 21,97 48,89 + 24,06 34,58 +20,65 56,39 +24,16 37,64 +26,25 58,33 + 22,71
Valor de P 0,56 0,57 0,81 0,31

XPFT30028C

TT+TC 64 26,72+ 23,67 40,39 £ 24,30 37,11 £ 24,36 51,64 + 24,04 39,61 +25,50 60,63 + 23,66 40,39 £ 26,69 62,66 + 22,06

CC 6 15,00 £ 9,49 42,50 + 33,13 23,33 £ 14,38 47,50 + 27,88 27,50+ 12,55 53,33 + 26,96 15,83 £13,57 50,83 +22,89
Valor de P NA NA NA NA

TT 29 23,28 +19,38 37,24 + 22,54 31,03 £ 22,46 46,72 + 24,14 31,72+21,43 56,55 + 25,88 32,59 + 23,97 58,79 + 24,41

TC+CC 41 27,44 +2535 42,93 £ 26,43 39,39 + 24,58 54,51 + 24,00 43,41 +26,16 62,44 + 22,28 42,32 £28,02 63,66 £ 20,59
Valor de P 0,88 0,93 0,40 0,82

ERCC1C118T

CC+CT 59 25,85+24,46 39,15+ 25,57 36,02 + 25,32 49,41 + 25,02 37,97 £24,43 58,56 + 24,07 37,88 +26,23 60,17 £21,73

TT 11 25,00 +13,42 48,18 +20,16 35,45 + 15,08 61,36 + 16,60 41,82+2795 67,73+21,95 40,45 +30,20 69,55 £ 24,13
Valor de P 0,14 0,02 0,23 0,23

CC 20 2425 +21,29 42,75 +24,73 38,25 + 23,80 51,50 + 25,29 39,00 +24,15 59,00 £ 24,20 43,00 £27,64 61,50 £ 20,91

CT+TT 50 26,30 + 23,84 39,70 £ 25,14 35,00 + 24,14 51,20 + 24,00 38,40 +25,34 60,40 + 23,92 36,40 +26,32 61,70 +22,92
Valor de P 0,17 0,88 0,68 0,69

(kHz) quilohertz; (N) numero de pacientes; (DP) desvio padrao; (NA) néo avaliado devido ao nimero reduzido de pacientes. Valores ajustados por idade, dose de cisplatina
acumulada e localizagao do tumor. As médias dos limiares auditivos tonais estdo apresentadas em deciBELL (dB). Notar que limiares auditivos maiores do que 25 dB estao
associados a reducdo da acuidade auditiva. O namero de pacientes avaliados (n= 70) difere do total (n= 90), pois 20 dos nossos casos nao realizaram a audiometria ao

término da terapéutica com cisplatina e radioterapia
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Tabela 23. Distribuicdes dos 70 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo por genétipos dos polimorfismos XPC Lys939Gin,
XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T e limiares auditivos tonais (dB) por via aérea, em orelha esquerda, nas frequéncias
0,25, 0,50, 1 e 2 kHz, medidos antes e apds o tratamento com cisplatina associada a radioterapia

0,25 kHz 0,50 kHz 1 kHz 2 kHz
Varidveis N Antes do ApOs o Antes do ApoOs o Antes do ApoOs o Antes do Apos o
tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média £ DP Média + DP Média £ DP
XPC Lys939GIn
Lys/Lys+Lys/GIn 58 15,17 £ 13,38 18,02 £ 16,46 15,52 £ 14,50 18,36 + 17,71 14,31 £ 14,91 17,24 £ 18,92 14,83 £ 13,31 24,57 + 20,97
GIn/GIn 12 11,25 £ 7,11 14,58 £ 7,53 10,00 £ 6,40 11,25 £9,08 12,08 £7,82 15,42 £ 10,54 17,92 £16,58 30,83 £ 27,54
Valor de P 0,71 0,70 0,26 0,90
Lys/Lys 23 15,00 + 7,83 17,39 £ 15,87 14,35 £ 10,69 18,70 £ 17,66 12,83 £ 9,98 16,74 £ 19,34 13,48 £+11,33 27,61 £23,54
Lys/GIn+GIn/GIn 47 14,26 + 14,41 17,45 £ 15,21 14,68 + 14,91 16,38 + 16,38 14,47 £+ 1558 17,02 +17,09 16,28 £ 14,94 24,68 + 21,60
Valor de P 0,21 0,47 0,22 0,34
XPD10 Asp312Asn
Asp/Asp+Asp/Asn 63 14,84 + 13,11 17,62 £ 15,96 15,08 £ 13,90 16,83 + 16,86 14,37 £+ 14,41 16,83 + 18,23 16,19 £ 14,16 24,60 + 21,91
Asn/Asn 7 11,43 £ 5,56 15,71 £7,87 10,00 £ 10,00 20,00 + 16,33 10,00 £ 8,16 17,86 £ 13,18 7,86 7,56 35,00 + 23,63
Valor de P 0,67 0,11 0,12 0,0006
Asp/Asp 36 15,69 + 13,95 19,31 £17,57 17,08 £ 15,74 19,86 + 19,33 16,25+17,09 19,86 + 21,50 18,89 £+ 15,68 28,47 + 23,11
Asp/Asn+Asn/Asn 34 13,24 + 11,00 15,44 £ 12,45 11,91 £10,45 14,26 + 13,09 11,47 £9,17 13,82 £+ 12,13 11,62 £10,57 22,65 + 20,97
Valor de P 0,93 0,87 0,83 0,41
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XPD23 Lys751GIn

Lys/Lys+Lys/Gin 62 14,52 £ 13,24 18,23 + 16,02 14,52 £13,90 17,42 + 16,98 13,87 £14,61 17,50 £ 18,39 15,08 £ 13,57 25,65 + 22,93

GIn/GIn 8 14,38 + 5,63 11,25 £ 5,18 15,00+ 11,65 15,00 + 15,35 14,38+7,29 12,50 + 11,02 17,50 + 16,69 25,63 + 15,68
Valor de P 0,01 0,31 0,04 0,89

Lys/Lys 34 16,03 £ 14,13 20,29 + 17,88 17,35 +£15,53 20,74 + 20,16 16,76 + 16,92 20,44 + 22,03 17,79 £+ 16,01 27,35 +24,72

Lys/GIn+GIn/Gin 36 13,06 + 10,91 14,72 + 12,07 11,94 +11,04 13,75+ 11,97 11,25 £ 9,88 13,61 £ 11,75 13,06 £11,17 24,03 £ 19,60
Valor de P 0,65 0,65 0,58 0,54

XPFT30028C

TT+TC 64 14,45+1282 17,66 + 15,94 1492 +13,87 17,58 +17,39 14,06 £ 14,36 17,34 £ 18,30 15,86 £ 14,21 26,33 + 22,89

CC 6 15,00 £ 10,49 15,00 £ 5,48 10,83 £ 10,21 12,50 £4,18 12,50 £ 8,80 12,50 £9,35 10,00 £7,75 18,33 £ 9,31
Valor de P NA NA NA NA

TT 29 13,28 £ 10,63 16,21 £ 15,10 14,48 + 12,05 16,90 + 15,83 12,76 £+ 10,40 16,21 £17,25 15,17 £10,22 24,48 + 21,60

TC+CC 41 15,37 £13,85 18,29 + 15,60 14,63 +14,72 17,32+ 17,50 14,76 + 16,04 17,44 £ 18,24 15,49 + 16,04 26,46 + 22,73
Valor de P 0,88 0,91 0,90 0,46

ERCC1C118T

CC+CT 59 13,14 £ 9,19 16,44 + 14,17 12,71 £10,18 15,51 + 14,61 11,78 £ 9,09 14,66 + 14,59 14,49+ 11,62 24,66 +21,55

TT 11 21,82 +23,05 22,73 +20,42 24,55 +23,29 25,91 +£24,27 25,45 +26,22 29,09 £ 27,19 20,00 +22,58 30,91 + 25,48
Valor de P 0,85 0,41 0,83 0,92

CC 20 13,25+£10,92 16,50 + 14,06 11,50 £ 9,47 15,50 £ 12,02 13,25+10,29 16,25+ 11,57 16,50 £ 14,06 29,75 + 20,99

CT+TT 50 15,00 £ 13,25 17,80 + 15,91 15,80 £+ 14,82 17,80 £ 18,33 14,20 £ 15,23 17,20 £ 19,75 14,90 + 13,87 24,00 + 22,57
Valor de P 0,87 0,44 0,45 0,32

(kHz) quilohertz; (N) numero de pacientes; (DP) desvio padrao; (NA) néo avaliado devido ao nimero reduzido de pacientes. Valores ajustados por idade, dose de cisplatina
acumulada e localizagao do tumor. As médias dos limiares auditivos tonais estdo apresentadas em deciBELL (dB). Notar que limiares auditivos maiores do que 25 dB estao
associados a reducdo da acuidade auditiva. O nimero de pacientes avaliados (n= 70) difere do total (n= 90), pois 20 dos nossos casos nao realizaram a audiometria ao

término da terapéutica com cisplatina e radioterapia
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Tabela 24. Distribuicoes dos 70 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco por gendtipos dos polimorfismos XPC Lys939Gin,
XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T e limiares auditivos tonais (dB) por via aérea, em orelha esquerda, nas
frequéncias 3, 4, 6 e 8 kHz, medidos antes e apds o tratamento com cisplatina associada a radioterapia

3 kHz 4 kHz 6 kHz 8 kHz
Varidveis N Antes do ApOs o Antes do Apos o Antes do ApOs o Antes do ApOs o
tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média £ DP Média + DP
XPC Lys939GIn
Lys/Lys+Lys/GIn 58 23,45 +17,35 42,41 + 23,44 33,28 + 18,27 53,45 + 23,00 37,41 £21,97 62,41 £25,08 34,91 +26,65 62,76 +£23,14
GIn/GIn 12 27,92 £ 16,85 42,08 £ 31,00 39,58 + 22,20 50,83 £ 27,95 43,75 +19,67 64,17 £25,83 4417 £20,32 63,75 +£21,96
Valor de P 0,15 0,13 0,51 0,26
Lys/Lys 23 21,30 £ 16,11 45,43 + 23,54 30,00 + 18,09 55,43 + 24,30 34,78 £ 19,28 68,70 £ 23,22 34,57 +2426 65,00 +21,32
Lys/GIn+GIn/GIn 47 25,65 +17,74 40,85 + 25,27 36,49 + 19,22 51,81 + 23,60 40,32 £ 22,61 59,79 £ 25,60 37,45 +26,70 61,91 +£23,63
Valor de P 0,02 0,06 0,001 0,10
XPD10 Asp312Asn
Asp/Asp+Asp/Asn 63 25,16 + 17,67 40,79 + 23,46 34,84 + 19,51 51,43 + 23,27 38,81 £21,99 61,11 £24,49 36,67 +25,57 61,59 + 22,91
Asn/Asn 7 15,71 £ 9,76 56,43 + 32,24 30,00 + 13,54 67,14 + 24,81 35,71 +£18,80 77,14 £ 27,21 35,00 +£29,72 75,00 + 18,93
Valor de P 0,007 0,01 0,04 0,13
Asp/Asp 36 26,67 17,77 45,69 + 23,40 36,67 + 18,63 56,39 + 22,35 40,42 + 23,25 64,86 + 22,50 39,86 +27,58 65,28 £20,97
Asp/Asn+Asn/Asn 34 21,62 + 16,50 38,82 + 25,76 31,91 £ 19,31 49,41 + 24,92 36,47 £19,83 60,44 £ 27,62 32,94 +23,62 60,44 + 24,63
Valor de P 0,74 0,53 0,74 0,69
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XPD23 Lys751GIn
Lys/Lys+Lys/GIn
GiIn/GIn
Valor de P
Lys/Lys
Lys/GIn+GIn/Gln
Valor de P

XPF T30028C
TT+TC
CC

Valor de P
TT
TC+CC

Valor de P

ERCC1C118T
CC+CT
TT

Valor de P
CC
CT+TT

Valor de P

62

34
36

64

29
41

59
11

20
50

23,39 +16,37 41,37 £25,34
30,63 + 23,21 50,00 +17,73
0,74
25,15+17,73 43,82 +£27,25
23,33+16,95 40,97 £22,19
0,91
25,47 17,34 42,89 + 25,00
10,83 + 8,61 36,67 + 21,37
NA
24,66 + 16,31 39,14 + 24,61
23,90 +18,05 44,63 +24,71
0,15
22,80 +16,06 41,27 + 24,65
31,82 +21,83 48,18 +24,93
0,75
24,25 +1575 45,00 + 24,28
2420 +17,94 41,30 +24,95
0,37

33,31 + 18,11 51,85 + 23,75
42,50 +24,64 61,88 +22,98
0,78
37,21 £19,04 54,85+ 25,63
31,67 +18,78 51,25+21,99
0,51
35,55 +19,09 53,44 + 23,97
21,67 +12,91 48,33 + 22,29
NA
32,41 18,65 48,79 +£23,44
35,73 +19,38 55,98 +£23,75
0,39
33,39 +18,70 51,69 + 24,36
39,55 +20,55 60,00 + 19,36
0,40
36,25 +19,25 53,00 + 21,48
33,60 + 19,01 53,00 + 24,76
0,96

37,26 +20,90 61,53 +25,36
48,13+2590 71,88 +21,54
0,79
39,71 +23,83 63,97 + 25,96
37,36 + 19,51 61,563 +24,43
0,88
40,08 +21,48 63,83 £ 25,33
21,67 +15,71 50,83 +19,34
NA
34,66 £ 19,77 60,52 £ 26,90
41,22 +22,63 64,27 +£23,84
0,79
37,63 +21,42 61,19+2547
43,18 +22,94 70,91 £ 21,77
0,22
40,50 +20,45 64,50 £ 19,66
37,70 22,18 62,00 £ 27,03
0,48

35,48 +25,55 62,02 + 23,50
44,38 £+27,96 70,00 £ 15,58
0,83
39,26 +27,75 64,26 + 23,36
33,80 +23,88 61,67 +22,49
0,40
38,52 +25,63 63,52 + 23,34
15,00 £17,03 56,67 + 15,71
NA
32,07 £24,07 60,34 £ 25,00
39,63 £26,77 64,76 + 21,21
0,45
34,92 +2450 61,78 £22,08
45,00 +31,78 69,09 + 26,53
0,94
39,00 £24,74 65,25 +16,34
35,50 £26,37 62,00 £ 24,99
0,56

(kHz) quilohertz; (N) numero de pacientes; (DP) desvio padrdo; (NA) ndo avaliado devido ao numero reduzido de pacientes. Valores ajustados por idade, dose de

cisplatina acumulada e localizagdo do tumor. As médias dos limiares auditivos tonais estdo apresentadas em deciBELL (dB). Notar que limiares auditivos maiores do que

25 dB estao associados a reducdo da acuidade auditiva. O nimero de pacientes avaliados (n= 70) difere do total (n= 90), pois 20 dos nossos casos nao realizaram a

audiometria ao término da terapéutica com cisplatina e radioterapia
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Tabela 25. Frequéncias das distribuicbes dos 70 pacientes com carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescogo por genotipos dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10
Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T e graus de ototoxicidade
apoés terapéutica com cisplatina associada a radioterapia

Ototoxicidade

Variaveis G0+G1 G2+G3+G4 G0+G1+G2 G3+G4
N (%) N (%) N (%) N (%)
XPC Lys939GIn
Lys/Lys+Lys/GIn* 30 (51,7) 28 (48,3) 38 (65,5) 20 (34,5)
GIn/Gin 6 (50,0) 6 (50,0) 10 (83,3) 2(16,7)
Valor de P 0,65 0,23
OR (IC 95%) 1,36 (0,34-5,41) 0,36 (0,06-1,93)
Lys/Lys* 8 (34,8) 15 (65,2) 10 (43,5) 13 (56,5)
Lys/GIn+GIn/Gin 28 (59,6) 19 (40,4) 38 (80,9) 9 (19,1)
Valor de P 0,01 0,001

OR (IC 95%)

XPD10 Asp312Asn
Asp/Asp+Asp/Asn*
Asn/Asn

Valor de P

OR (IC 95%)
Asp/Asp*
Asp/Asn+Asn/Asn

Valor de P

OR (IC 95%)

XPD23 Lys751GIn
Lys/Lys+Lys/GIn*
GIn/GIn

Valor de P

OR (IC 95%)
Lys/Lys*
Lys/GIn+GIn/Gin

Valor de P

OR (IC 95%)

0,20 (0,06-0,70)

35 (55,6) 28 (44,4)
1(14,3) 6 (85,7)
0,03
12,29 (1,19-126,04)

17 (47,2) 19 (52,8)
19 (55,9) 15 (44,1)
0,54
0,73 (0,26-2,01)

31 (50,0) 31 (50,0)
5 (62,5) 3 (37.5)
0,76
0,77 (0,14-4,26)

16 (47,1) 18 (52,9)
20 (55,6) 16 (44,4)
0,75
0,85 (0,31-2,34)

0,11 (0,03-0,40)

45 (71,4) 18 (28,6)
3 (42,9) 4 (57,1)
0,06
5,86 (0,99-34,62)

24 (66,7) 12 (33,3)
24 (70,6) 10 (29,4)
0,77

0,85 (0,29-2,46)

43 (69,4) 19 (30,6)
5 (62,5) 3 (37.,5)
0,46
1,85 (0,35-9,53)

24 (70,6) 10 (29,4)
24 (66,7) 12 (33,3)
0,69

1,23 (0,43-3,51)
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XPF T30028C

TT+TC* 34 (53,1) 30 (46,9) 44 (68,8) 20 (31,2)
CC 2 (33,3) 4 (66,7) 4 (66,7) 2(33,3)
Valor de P 0,41 0,96
OR (IC 95%) 2,17 (0,33-14,07) 1,04 (0,16-6,43)
TT* 13 (44,8) 16 (55,2) 19 (65,5) 10 (34,5)
TC+CC 23 (56,1) 18 (43,9) 29 (70,7) 12 (29,3)
Valor de P 0,30 0,81

OR (IC 95%)

0,58 (0,20-1,64)

0,88 (0,30-2,55)

ERCC1C118T
CC+CT~ 31 (52,5) 28 (47,5) 40 (67,8) 19 (32,2)
TT 5 (45,5) 6 (54,5) 8 (72,7) 3(27,3)
Valor de P 0,47 0,75
OR (IC 95%) 1,63 (0,42-6,38) 0,79 (0,18-3,48)
CcCr 12 (60,0) 8 (40,0) 14 (70,0) 6 (30,0)
CT+TT 24 (48,0) 26 (52,0) 34 (68,0) 16 (32,0)
Valor de P 0,68 0,83
OR (IC 95%) 1,27 (0,39-4,11) 1,14 (0,33-3,85)

(GO) grau 0; (G1) grau 1; (G2) grau 2; (G3) grau 3; (G4) grau 4; (N) nUmero de pacientes; (*) geno6tipo
referéncia; (OR) razdo das chances ajustadas por idade, dose de cisplatina acumulada e localizagao
do tumor; (IC) intervalo de confianga. O numero de pacientes avaliados (n= 70) difere do total (n= 90),
pois parte dos nossos casos nao realizaram audiometria ao término da terapéutica com cisplatina

associada a radioterapia
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A reducgédo da acuidade auditiva (maior limiar auditivo) com a terapéutica foi menor
em pacientes com o alelo GIn (genétipo Lys/Gin ou GIn/GIn) do polimorfismo XPC
Lys939GIn do que naqueles com o gendtipo Lys/Lys, nas frequéncias 3, 4, 6 e 8 kHz em
orelha direita (26,17 para 36,91 versus 24,78 versus 48,04, P= 0,004; 36,28 para 48,40
versus 35,22 para 57,17, P= 0,01; 39,26 para 57,66 versus 37,17 para 64,78, P= 0,03;
39,15 para 58,72 versus 36,52 para 67,61, P= 0,007; respectivamente) e nas frequéncias
3 e 6 kHz em orelha esquerda (25,65 para 40,85 versus 21,30 para 45,43, P= 0,02; 40,32
para 59,79 versus 34,78 para 68,70, P= 0,001; respectivamente).

Os pacientes com o alelo GIn (genotipo Lys/Gin ou GIn/Gin) do polimorfismo XPC
Lys939GIn apresentaram menos ototoxicidade graus 2, 3 ou 4 do que os pacientes com o
gendtipo Lys/Lys (40,4% versus 65,2%, P= 0,01). Os pacientes com o gendétipo Lys/Gin
ou GIn/GiIn estiveram sob chance de 0,20 vezes menor de apresentar ototoxicidade graus
2, 3 ou 4 do que os pacientes com o genotipo Lys/Lys (IC 95%: 0,06-0,70). Os pacientes
com o alelo GiIn (gendtipo Lys/Gin ou GiIn/Gln) do polimorfismo XPC Lys939Gin
apresentaram menos ototoxicidade graus 3 ou 4 do que os pacientes com o genotipo
Lys/Lys (19,1% versus 56,5%, P= 0,001). Os pacientes com o gendtipo Lys/GIn ou
GIn/GlIn estiveram sob risco 0,11 vezes menor de apresentar ototoxicidade de graus 3 ou
4 do que os pacientes com o gendtipo Lys/Lys (IC 95%: 0,03-0,40).

Observamos que pacientes com o genoétipo Asn/Asn do polimorfismo XPD10
Asp312Asn apresentaram maior reducdo da acuidade auditiva (maior limiar auditivo) do
que aqueles com o alelo Asp (genétipo Asp/Asp ou Asp/Asn), nas frequéncias 2, 3 e 8
kHz em orelha direita (7,86 para 31,43 versus 16,51 para 22,54, P= 0,03; 15,00 para
47,86 versus 26,90 para 39,76, P= 0,02; 36,43 para 73,57 versus 38,49 para 60,32, P=
0,04; respectivamente) e nas frequéncias 2, 3, 4 e 6 kHz em orelha esquerda (7,86 para
35,00 versus 16,19 para 24,60, P= 0,0006; 15,71 para 56,43 versus 25,16 para 40,79, P=
0,007; 30,00 para 67,14 versus 34,84 para 51,43, P= 0,01; 35,71 para 77,14 versus 38,81
para 61,11, P= 0,04; respectivamente), apos terapéutica com CDDP associada a RT.

Portadores do gendtipo Asn/Asn do polimorfismo XPD10 Asp312Asn
apresentaram mais ototoxicidade graus 2, 3 ou 4 do que os pacientes com o alelo Asp
(gendtipo As/Asp+Asp/Asn) (85,7% versus 44,4, P= 0,03). Individuos com este gendtipo
estiveram sob chance de 12,29 vezes maior de apresentar otoxicidade graus 2, 3 ou 4 do
que os pacientes com o genétipo Asp/Asp ou Asp/Asn (IC 95%: 1,19-126,04).

Discretos aumentos de limiares auditivos em orelha esquerda, nas frequéncias
0,25 e 1 kHz, foi observada em individuos com o gendtipo GIn/Gin do polimorfismo
XPD23 Lys751GIn apés terapéutica com CDDP e RT, quando comparados aos pacientes
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com o alelo Lys (genétipo Lys/Lys ou Lys/Gin) (14,38 para 11,25 versus 14,52 para 18,23,
P=0,01; 14,38 para 12,50 versus 13,87 para 17,50, P= 0,04; respectivamente).

Pacientes com o gendtipo TT do polimorfismo ERCC1 C118T apresentaram maior
reducdo da acuidade auditiva (maior limiar auditivo) do que aqueles com o alelo C
(gendtipo CC ou CT), na frequéncia 4 kHz em orelha direita (35,45 para 61,36 versus
36,02 para 49,41, P= 0,02), apos terapéutica com CDDP associada a RT.

Médias similares dos limiares auditivos, medidos antes e ap6s o tratamento, foram
observados em pacientes com os genétipos do polimorfismo XPF T30028C.

Frequéncias similares dos polimorfismos XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e
ERCC1 C118T foram observados em pacientes com CCECP estratificados por diferentes
graus de ototoxicidade durante terapéutica com CDDP e RT.

6.3. Nefrotoxicidade

Os valores das médias + DP de CICre e TFG com EDTA-*'Cr, medidas antes e
apés o tratamento com CDDP e RT, foram de 91,1 £ 27,9 versus 78,7 £ 24,2 e 83,4 + 20,0
versus 64,2 + 20,9, respectivamente.

Informamos que n&o foi possivel realizar os exames de CICre em 20 pacientes
(casos 1, 6, 9, 23, 29, 40, 46, 48, 50, 64, 78, 93, 98, 106, 125, 130, 132, 140, 143 e 145) e
TFG com EDTA-"'Cr em 21 pacientes (casos 1, 6, 9, 23, 29, 40, 46, 48, 50, 64, 78, 93, 98,
106, 108, 125, 130, 132, 140, 143 e 145), pois alguns evoluiram para o 6bito (n= 11), e
outros nao realizaram o exame (n= 9 para CICre e n= 10 para TFG com EDTA-*'Cr).

As distribuicbes dos 70 e 69 pacientes, de acordo com os genétipos dos
polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e
ERCC1 C118T e os valores de CICre e TFG com EDTA-*'Cr, respectivamente, medidos
antes e ap6s o tratamento com CDDP e RT, estdo apresentadas na Tabela 26.
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Tabela 26. Distribuicdes dos 70 e 69 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco por gendtipos dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPDZ23
Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T e valores de clearance de creatinima estimado e taxa
de filtragdo glomerular com EDTA-'Cr, respectivamente, medidos antes e apés terapéutica com

cisplatina associada a radioterapia

CiCre TFG com EDTA-"'Cr
(mL/min/1,73m2) (mL/min/1,73m?2)
Variaveis N Antes do Apos o N Antes do ApoOs o
tratamento tratamento tratamento tratamento
Média + DP Média  DP Média  DP Média £ DP
XPC Lys939GIn
Lys/Lys+Lys/GIn 59 90,94 £29,69 77,06 +24,86 58 83,89 £ 20,85 63,39 + 21,67
GiIn/GIn 11 91,53+16,29 87,81 +18,99 11 81,28 £ 15,62 68,44 + 16,27
Valor de P 0,11 0,07
Lys/Lys 23 82,14 £ 25,21 70,05+21,04 23 85,29 + 23,65 67,08 £ 22,70
Lys/GIn+GIn/GIn 47 95,38 £28,39 83,00+24,76 46 82,56 £ 18,18 62,76 + 20,01
Valor de P 0,39 0,75
XPD10 Asp312Asn
Asp/Asp+Asp/Asn 63 92,81 £28,20 79,46 +25,10 62 84,54 £ 19,99 64,51 £ 21,22
Asn/Asn 7 75,06 +20,36 72,34 + 13,91 7 74,02 + 19,24 61,46 + 18,76
Valor de P 0,70 0,91
Asp/Asp 36 94,53 +28,48  77,54+20,93 36 86,10 £ 20,04 63,79 £ 19,23
Asp/Asn+Asn/Asn 34 87,33 +£27,24  80,03+27,57 33 80,60 + 19,94 64,65 + 22,83
Valor de P 0,19 0,35
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XPD23 Lys751GIn

Lys/Lys+Lys/GIn 62 91,44 + 28,62 79,38 £ 25,46 61 84,06 + 20,83 64,65 + 21,60

GIn/Gin 8 87,84 £ 23,04 73,83+£1042 8 78,94 £ 12,37 60,76 £ 14,86
Valor de P 0,48 0,92

Lys/Lys 33 91,65 + 23,49 79,92 +21,96 32 88,02 £ 19,46 67,98 £ 17,43

Lys/GIn+GIn/Gin 37 90,48 + 31,67 77,70 £26,36 37 79,54 + 19,94 60,93 + 23,20
Valor de P 0,83 0,82

XPF T30028C

TT+TC 63 90,08 + 25,03 78,40 £23,82 62 83,62 + 20,34 64,53 + 20,32

CC 7 99,60 + 48,96 81,90 +29,66 7 82,15+ 18,43 61,23 + 27,05
Valor de P 0,44 0,93

T 30 92,19 £ 23,34 79,17 £25,13 30 89,16 + 20,23 71,51 £22,17

TC+CC 40 90,17 + 31,18 78,43 +23,86 39 79,09 + 19,00 58,57 + 18,17
Valor de P 0,37 0,61

ERCC1C118T

CC+CT 58 90,48 + 28,65 80,13 +25,28 57 84,00 + 19,94 65,76 + 21,83

TT 12 93,71 + 25,01 72,06 17,72 12 80,94 + 21,21 56,78 £ 13,97
Valor de P 0,10 0,36

CC 19 88,01 + 35,25 78,58 £26,55 19 79,36 + 18,69 63,91 + 22,59

CT+TT 51 92,16 + 24,97 78,81 £23,60 50 85,03 + 20,49 64,31 + 20,43
Valor de P 0,44 0,27

(CICre) clearance de creatinina estimado; (TFG) taxa de filiracdo glomerular; (N) nimero de pacientes; (DP)

desvio padrao; Valores ajustados por idade, dose de cisplatina acumulada, indice de massa corpérea,
hipertensao arterial e diabetes mellitus. Os nimeros de pacientes avaliados (n= 70 e n= 69) diferem do total
(n=90), pois parte dos nossos nio realizou o CICre estimado e/ou a TFG com EDTA-°'Cr, respectivamente,
ao término da terapéutica
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Médias similares de CICre e TFG com EDTA-°'Cr, medidos antes e apds o
tratamento, foram observados em pacientes com os genétipos distintos dos polimorfismos
XPC Lys939GiIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T.

7. Quantificacao da CDDP urinaria

7.1. Padronizacao da técnica

A identificacao dos picos de CDDP e PI foi realizada ap6s adicao dos respectivos
padrées em urinas de voluntarios sadios que nao fizeram uso de CDDP. Estes picos
estdo demonstrados na Figura 12.
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Figura 12. Cromatograma de urina adicionada de padrao de cisplatina e padrao interno (PI). O
pico de CDDP apresenta tempo de retengdo de aproximadamente 4,3 minutos e o pico de PI

apresenta tempo de retengdo em aproximadamente 5,6 minutos

Os picos estdo com uma boa resolugéo e, portanto, puderam ser utilizados para
andlise quantitativa de CDDP na urina dos pacientes. Observa-se que 0 pico que
antecede o pico de CDDP é do derivatizante DDTC, e que existe um pico de
contaminagao subsequente ao pico de CDDP, porém, este pico ndo estd sobreposto e,
sendo assim, nao interfere na analise da CDDP.

As areas dos picos de CDDP, corrigidos pelas areas dos picos de PI, foram
utilizadas para a construgdo da curva padrdo. Com os dados obtidos foi possivel obter a
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equacdo da reta e o r?, que foram utilizados para calcular as concentracdes de CDDP na
urina dos pacientes (Figura 13).
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Figura 13. Apresentacdo gréafica da curva padrdo desenvolvida, da equacado da curva e do r?
(coeficiente de correcao)

As amostras dos pacientes foram processadas da mesma forma que a curva
padrao. Posteriormente, foram injetadas no cromatégrafo, o cromatograma foi integrado e
a concentracao da amostra foi calculada, utilizando-se a area dos picos de interesse
comparados com as areas obtidas na curva padrdo. Um exemplo de quantificacdo da
urina de um paciente esta representado pela Figura 14.
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Nome dopico | TR Area | % Area | Altura | Valor | Unidade

1 CDDP 4,384 | 346093 | 30,10 |32220| 10,748 | pg/mL

2 PI 5.708 | 803883 | 69.90 | 54272|47.216 | ua/mL

Figura 14. Cromatograma e dados utilizados para quantificacdo da cisplatina (CDDP) na urina

7.2. Concentracao de CDDP urinaria

Os valores das médias + DP da concentragdo de CDDP urinaria em pacientes
tratados com CDDP associada a RT, foi de 237,0 ug/mg + 116,2.

Informamos que néo foi possivel realizar a quantificagdo de CDDP na urina de 32
pacientes (casos 5, 6, 11, 19, 24, 31, 36, 39, 40, 45, 46, 57, 72, 78, 88, 90, 94, 103, 114,
120, 123, 125, 129, 132, 133, 135, 136, 137, 138, 140, 143 e 145), devido a erros na
coleta das amostras.

As distribuicdes dos 58 pacientes, de acordo com os genétipos dos polimorfismos
XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T

e os valores de CDDP urinaria, medidos durante o tratamento com CDDP e RT, estao
apresentadas na Tabela 27.
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Tabela 27. Distribuicbes dos 58 pacientes com carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco por genotipos dos polimorfismos XPC
Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e
ERCC1 C118T e valores de cisplatina urinaria, medidos durante o
tratamento com cisplatina associada a radioterapia

Concentracao de

Variaveis N cisplatina urinaria (ug/mg)

Média + DP

XPC Lys939GIn

Lys/Lys+Lys/GIn 51 231,54 + 116,99

GIn/GIn 7 276,71 £ 110,61
Valor de P 0,26

Lys/Lys 24 247,93 + 130,51

Lys/GIn+GIn/GIn 34 229,27 + 106,42
Valor de P 0,71

XPD10 Asp312Asn

Asp/Asp+Asp/Asn 51 227,21 £110,73

Asn/Asn 7 308,30 + 139,50
Valor de P 0,47

Asp/Asp 28 211,40 £ 107,94

Asp/Asn+Asn/Asn 30 260,87 £ 120,40
Valor de P 0,13

XPD23 Lys751GIn

Lys/Lys+Lys/GIn 53 223,81 £+ 106,72

GIn/GIn 5 376,76 + 133,41
Valor de P NA

Lys/Lys 28 225,27 + 107,02

Lys/GIn+GIn/GIn 30 247,94 + 125,08
Valor de P 0,86

XPF T30028C

TT+TC 53 242,69 + 108,12

CC 5 176,63 + 188,75
Valor de P NA

TT 22 264,02 + 94,31
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TC+CC 36 220,47 + 126,23
Valor de P 0,05

ERCC1C118T

CC+CT 49 235,75 £ 115,71

TT 9 243,73 £ 126,10
Valor de P 0,89

CC 15 262,02 £ 145,33

CT+TT 43 228,26 + 104,88
Valor de P 0,83

(N) numero de pacientes; (DP) desvio padrao; (NA) nao avaliado devido ao
numero reduzido de pacientes; Valores ajustados por idade, dose de cisplatina
acumulada, hipertensédo arterial e diabetes mellitus. O nimero de pacientes
avaliado (n= 58) difere do total (n= 90), pois amostras inadequadas de urina
foram obtidas em parte dos nossos casos
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Médias similares de CDDP urinaria, medidas antes e ap6s o tratamento, foram
observadas em pacientes com o0s genotipos distintos dos polimorfismos XPC Lys939Gin,
XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn e ERCC1 C118T. Entretanto, observamos uma
tendéncia a valor menor de concentracdo de CDDP urinaria em pacientes com o alelo C
(gendtipo TC ou CC) do polimorfismo XPF T30028C comparados aos pacientes com o
gendtipo TT (220,47 + 126,23 versus 264,02 £ 94,31, P=0,05).

8. Resumo dos resultados

As associacbes de polimorfismos génicos, taxa de resposta e toxicidade ao
tratamento com CDDP associada a RT em pacientes com CCECP encontrados no
presente estudo estdo apresentadas na Tabela 28.
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Tabela 28. Associagdes dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1
C118T com resposta e toxicidade a cisplatina associada a radioterapia em pacientes com carcinoma de células escamosas de

cabeca e pescogo

Genotipos

Resumo dos resultados

XPC Lys939GIn rs2228001
Lys/GIn+GIn/Gin

XPD10 Asp312Asn rs1799793
Asp/Asn+Asn/Asn

Asn/Asn

XPD23 Lys751GIn rs13181
GIn/Gin

XPF T30028C rs1799801
TC+CC

CC

ERCC1C118T rs11615
CT+TT

T

Menor perda auditiva nas frequéncias de 3, 4, 6 e 8 kHz em OD e de 3 e 6 kHz em OE

Menor frequéncia de graus 2, 3 ou 4 de ototoxicidade

Menor frequéncia de graus 2 ou 3 de nduseas

Maior frequéncia de resposta completa ao tratamento
Maior perda auditiva nas frequéncias de 2, 3e 8 kHzem OD e de 2, 3, 4 e 6 kHz em OE

Maior frequéncia de graus 2, 3 ou 4 de ototoxicidade

Discretos aumentos de limites auditivos nas frequéncias de 0,25 e 1 kHz em OE

Tendéncia a menor concentragdo de cisplatina urindria

Menor frequéncia de graus 1, 2 ou 3 de nauseas

Menor frequéncia de graus 1, 2, 3 ou 4 de vomitos

Menor frequéncia de graus 1, 2, 3 ou 4 de voémitos

Maior perda auditiva na frequéncia de 4 kHz em orelha direita

(OD) orelha direita; (OE) orelha esquerda

125



Discussao

Avaliamos neste estudo os papéis dos polimorfismos XPC Lys939GiIn, XPD10
Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C and ERCC1 C118T, relacionados ao
reparo de DNA por excisdo de nucleotideos (sistema NER), na taxa de resposta ao
tratamento de pacientes com CCECP com CDDP e RT, na toxicidade ao tratamento e na
concentracao de CDDP urinaria.

Avaliamos inicialmente as caracteristicas clinicas dos pacientes e biolégicas do
tumor a fim de verificar se a amostra era representativa da doenga em nosso meio, para,
a seguir, verificar os papéis dos polimorfismos génicos na resposta ao esquema

terapéutico, toxicidade e excregao urindria de CDDP nesses pacientes.

1. Aspectos clinicos e do tumor

Quando observamos as distribuicbes dos nossos pacientes por idade, sexo e
etnia, verificamos que metade do numero deles tinha idade maior que 56 anos e que
maioria deles era do sexo masculino e caucaséides, de forma semelhante as descrigdes
prévias (ADELSTEIN et al, 2003; CARLES et al., 2006; QUINTELA-FANDINO et al.,
2006; DE CASTRO et al., 2007; HITCHCOCK et al, 2009; DE CASTRO et al.,, 2011;
LOURENGO et al., 2011; RADES et al., 2011; WONG et al., 2011; MARTINS et al., 2013;
OSMAN et al., 2013).

Observamos que a maioria dos nossos pacientes era tabagista e etilista, a
semelhanca de dados da literatura (CARLES et al.,, 2006; QUINTELA-FANDINO et al.,
2006; LOURENCO et al.,, 2011; MARTINS et al.,, 2013). De fato, o tabagismo e a
exposicao ao alcool atuam de forma sinérgica no risco de desenvolvimento ao CCECP
(LAMBERT et al, 2011). O benzo(a)pireno do tabaco (HECHT et al., 2003) e o
acetaldeido de bebidas alcodlicas (HAYES et al, 1991), sdo agentes quimicos
importantes relacionados com a origem do tumor. O tabagismo e o etlismo podem
também explicar a maior ocorréncia do tumor em homens, tendo em vista que sédo habitos
mais comuns entre eles do que entre mulheres (MENDENHALL et al., 2011).

As distribuicbes dos nossos pacientes por localizacdo, grau de diferenciacéo e
estagio do CCECP, demonstraram que a maior parte deles tinham tumores localizados na
faringe, particularmente em orofaringe, tumores moderadamente diferenciados e estagio
IV. Os CCECP mais prevalentes sdo moderadamente diferenciados e extensos
(ADELSTEIN et al., 2003; CARLES et al., 2006; DE CASTRO et al., 2007; HITCHCOCK et
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al., 2009; DE CASTRO et al., 2011; RADES et al., 2011; WONG et al., 2011; MARTINS et
al., 2013; OSMAN et al., 2013). Em contrapartida, a maior prevaléncia entre CCECP é o
de cavidade oral (DOBROSSY, 2005; ALVARENGA et al., 2008; CASATI et al., 2012;
SANTOS et al.,, 2012; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014). Mesmo em estagios
avancados, os tumores de cavidade oral tem a resseccao cirargica como conduta
terapéutica de primeira linha, podendo ser seguida da RT isolada ou da combinagéao de
QT e RT. A terapéutica baseada em CDDP em associacdo a RT ¢é indicada
particularmente para pacientes com tumores irressecaveis ou para pacientes cuja
resseccao do tumor possa determinar importantes alteragdes funcionais e/ou estéticas;
entre eles, os tumores de faringe sdao comuns (MENDENHALL et al, 2008). Foram
incluidos neste estudos, pacientes consecutivos que receberam tratamento com CDDP
associada a RT em um servigo de Oncologia Clinica, e assim, a maior frequéncia de
tumores de faringe ja era esperada.

O HPV néo foi identificado em tumor de qualquer dos nossos pacientes. Infec¢oes
por HPVs de alto risco, principalmente pelo subtipo 16, foram associadas com o
desenvolvimento de CCECP, particularmente em orofaringe. Estima-se que cerca de
26,0% e 35,6% dos casos de CCECP em geral e de CCECP de orofaringe apresentam
positividade para o virus, respectivamente (KREIMER et al., 2005). Frequéncias variaveis
da presenca do HPV do subtipo 16 em CCECP foram identificadas em estudos anteriores
conduzidos em outras partes do mundo. O HPV do subtipo 16 foi identificado em 50,0%
dos casos de CCECP nos Estados Unidos (WILCZYNSKI et al, 1998), 32,6% na
Australia (LI et al., 2003), 47,1% na Alemanha (WITTEKINDT et al, 2005) 40,7% na
Holanda (HAFKAMP et al., 2008) 53,3% na China (KUO et al., 2008), 12,6% na Grécia
(ROMANITAN et al., 2008), 26,0% no Japao (DENG et al.,, 2011), 53,0% no Reino Unido
(THAVARAJ et al, 2011) e 15,4% na Coldbmbia (QUINTERO et al, 2013). Em
contrapartida, a infeccao pelo virus em CCECP parece pouco comum no Brasil. Baixas
frequéncias de HPV do subtipo 16 (3,5%) em amostras de pacientes com CCECP foram
previamente identificadas em populagéo brasileira (LOPEZ et al., 2014).

A explicacao para as diferencas da presenca de HPV do tipo 16 em CCECP em
brasileiros e em pacientes de outras partes do mundo ndo é clara. Acredita-se que a
disparidade entre os resultados obtidos em estudos prévios possa ser atribuida a
diferencas no comportamento sexual de individuos de diversas partes do mundo,
principalmente na pratica do sexo oral, que aumenta a exposicdo das mucosas da regiao
da cabeca e pescoco a infeccao pelo HPV do subtipo 16 (CURADO & HASHIBE, 2009;
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LAMBERT et al, 2011), mas até onde atinge o nosso conhecimento, ndo ha descri¢coes
prévias consistentes sobre diferencas na pratica do sexo oral em paises diversos. Além
disso, o CCECP com presenca de HPV é mais comum em pacientes jovens, devido
principalmente a habitos sexuais (SHIBOSKI et al, 2005; EL-MOFTY, 2007;
CHATURVEDI, 2012) mas, quatro pacientes jovens (idade entre 20 e 40 anos) também
estiveram presentes em nosso estudo e também nesses caso o HPV nao foi identificado.
A imunohistoquimica com o anticorpo anti-p16 é uma técnica de triagem
amplamente empregada para deteccao do virus HPV do subtipo 16, uma vez que o virus
geralmente promove aumento da expressao da proteina p16 no tecido epitelial infectado
(DYSON et al.,, 1989; MUNGER et al., 1989; KHLEIF et al., 1996; OLSHAN et al., 1997;
WIEST et al., 2002; HAFKAMP et al., 2003; KLUSSMANN et al., 2003). Entretanto, esta
técnica isolada torna-se inadequada para a identificagdo do virus no tumor, uma vez que
alguns casos de CCECP que podem ocorrer alteragbes genéticas (PEREZ-ORDONEZ et
al., 2006) e epigenéticas (FARIAS et al., 2010; FONSECA-SILVA et al., 2012), que levam
a falsos resultados positivos. Alguns autores relataram que cerca de 15-20% dos casos
de tumores de orofaringe p16 positivos sdo de fato HPV16 negativos, baseando-se em
resultados de outras técnicas mais sensiveis (SINGHI & WESTRA, 2010; ROBINSON et
al., 2012). Assim, o emprego de técnica adicional para deteccao de material genético do
virus nas amostras, como a hibridizacao in situ para HPV de amplo espectro, torna-se
necessario. Esta técnica é considerada, no momento, a mais especifica para determinar
se realmente ha presenca do virus em casos p16 positivos obtidos na imunohistoquimica
(MILLER & WHITE, 1996; SINGHI & WESTRA, 2010). O HPV do subtipo 16 foi
identificado em numero significativo de pacientes com CCECP em estudos conduzidos
outros paises, seja por imunohistoquimica (WILCZYNSKI et al., 1998; LI et al., 2003;
WITTEKINDT et al.,, 2005) ou por imunohistoquimica e hibridizacao in situ (HAFKAMP et
al., 2008; KUO et al., 2008; THAVARAJ et al., 2011). Nos investigamos a presenga do
HPV do subtipo 16 por ambas as técnica em nossas amostras, conforme o recomendado,
e ndo identificamos o virus em qualquer dos casos. Assim, a disparidade entre os
resultados obtidos da presenga do HPV do subtipo 16 em CCECP em nosso estudo e em
estudos prévios ndo parece ser atribuida a diferengcas de técnicas empregadas na
identificacdo do virus. Acreditamos que a infecgao pelo HPV do subtipo 16 nao parece ter
maior importancia na origem de nossos casos de CCECP. E possivel que o consumo de
tabaco e alcool ainda sejam os principais agentes etiolégicos para o tumor em nossa
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regido. De fato, tabaco e alcool foram identificados de forma consistente em mais de 90%
dos nossos pacientes.
Estes resultados, em seu conjunto, indicam que a amostra foi representativa da

doenga em nosso meio.

2. Taxa de resposta ao tratamento

Observamos que cerca de 20,0% e 70,0% dos nossos pacientes apresentaram
respostas completa e parcial, respectivamente, ao tratamento com CDDP associada a RT.
Descricdes prévias em diferentes paises demonstraram que as respectivas respostas,
foram identificadas em aproximadamente 20,0% e 40,0% dos pacientes com CCECP
tratados com CDDP associada a RT ou com QT baseada em CDDP no Brasil (DE
CASTRO et al., 2007), 22,7-79,1% e 24,0-40,9% na india (ASIF et al., 2003; VIVEK et al.,
2006; MITRA 2011 et al., 2011; DUTTA et al., 2013), 60,0% e 23,0% no Egito (RAAFAT et
al., 2012), 20,0-40,2% e 60,0% nos Estados Unidos (MORTIMER et al, 1988;
ADELSTEIN et al., 2003; MARTINS et al., 2013), 45,0-66,0% e 22,0-31,0% na Espanha
(MEDINA et al, 2006; QUINTELA-FANDINO et al., 2006), 66,0% e 34,0% na Alemanha
(WOLFF et al., 2009), 59,0% e 14,0% na Suiga (SCHLUMPF et al., 2013), 65,9% e 34,1%
na Maced6nia (KRSTEVSKA et al., 2010).

A CDDP associada a RT é utilizada j& ha bastante tempo no tratamento de
pacientes com CCECP avancado (ADELSTEIN et al., 2003), porém com taxas variadas
de resposta em paises diversos. Diferencas socioecondmicas podem se manifestar em
diversos aspectos do perfil do paciente e/ou do tumor e constituir explicacdo para a
variabilidade de respostas ao tratamento. Geralmente, em paises em desenvolvimento,
como o Brasil, as dificuldades de acesso a servigcos de saude adequados podem resultar
em maior proporcao de diagnoésticos tardios e, consequentemente, de pacientes
debilitados e com tumores avancados (CARVALHO et al., 2004; CONWAY et al., 2008),
com menor resposta ao tratamento padrdo. De fato, IMC reduzido (< 18,5%) e tumores de
estégio 1V foram identificados em cerca de 50% e 80% dos nossos pacientes.

A atividade antitumoral da CDDP ¢é atribuida principalemte a ligagdo ao DNA, com
a formacdo de adutos inter e intracadeias (GUMINSKI et al, 2002; JOHNSON &
O'DWYER, 2005; WANG & LIPPARD, 2005). Além disso, a capacidade de se ligar a
enzimas antioxidantes, como a glutationa, pode reduzir a capacidade antioxidante da
célula e, com consequente aumento de espécies reativas de oxigénio, que contribuem
para a morte celular (MASUDA et al., 1994; SHEIKH-HAMAD, 2008).
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Proteinas reparadoras do sistema NER participam do reconhecimento,
demarcagao e remogao de adutos de DNA induzidos pela CDDP (HAN et al., 2005;
GILLET & SCHARER, 2006; CLINGEN et al., 2007; LAINE et al., 2007; ZHU et al., 2008;
DE CASTRO et al, 2011; REED, 2011). Se a lesao for reparada, a CDDP pode ser
removida e a célula sobrevive e continua o seu curso vital; caso a remo¢ao da CDDP nao
for possivel, ocorre ativagdo da apoptose com a morte da célula lesada (KUO et al.,
2007).

O genotipo variante Asn/Asn do polimorfismo XPD10 Asp312Asn foi associado a
maior frequéncia de resposta completa a CDDP e RT em nossos casos.

Acredita-se que a proteina XPD10, codificada pelo alelo variante (Asn) do
polimorfismo XPD10 Asp312Asn, tenha menor potencial de reparo de lesbes de DNA
(QIAO et al., 2002). Assim, é possivel que ativagdo da apoptose em resposta a CDDP
proporcione sensibilidade a terapéutica. Entretanto, ndo ha estudos funcionais da proteina
com células tumorais tratadas e ndo tratadas com a CDDP. Sabe-se que maior resposta
ao tratamento baseado em CDDP foi identificada em portadores do alelo Asn com
CCECP (QUINTELA-FANDINO et al., 2006) e cancer de pulmao (CAMPS et al., 2003).
Porém, o polimorfismo nao influenciou a frequéncia de resposta a QT em pacientes com
outros tipos de céncer (ISLA et al, 2004; RYU et al., 2004; TIBALDI et al., 2008;
CARONIA et al., 2009; KALIKAKI et al., 2009; KHRUNIN et al., 2010; WU et al., 2012).
Ainda, o alelo Asn esteve associado com maior sobrevida global e sobrevida livre de
progressao em pacientes com CCE de cavidade oral (MAHIMKAR et al., 2012) e cancer
de es6fago (BRADBURY et al., 2009) e menor sobrevidas global e livre de progressao em
pacientes com cancer de pulmdo (GURUBHAGAVATULA et al., 2004; LI et al., 2013),
tratados com QT baseada em CDDP, platina ou RT isolada. Os resultados deste estudo
suportam a hipétese que o alelo variante Asn do polimorfismo XPD10 Asp312Asn esta
associado a maior frequéncia de resposta completa & CDDP e RT em pacientes com
CCECP.

Frequéncias similares dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD23 Lys751GiIn, XPF
T30028C e ERCC1 C118T foram observadas em pacientes com CCECP estratificados
por taxa de resposta ao tratamento.

Acredita-se que as proteinas XPC, XPD23, XPF e ERCC1, codificadas pelos
respectivos alelos variantes dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD23 Lys751GIn, XPF
T30028C e ERCC1 C118T, tém menores potenciais de reparo de lesées de DNA
(WINSEY et al., 2000; YU et al., 2000; QIAO et al., 2002; ZHU et al., 2008). Assim, &
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possivel que induzam mais a apoptose em resposta a CDDP e, dessa forma, proporcione
maior sensibilidade terapéutica. Dessa forma, seria esperado que as respostas ao
tratamento com CDDP e RT fossem alteradas por estes polimorfismos, mas tais
resultados ndo foram observados em nosso estudo. E possivel que a magnitude do
comprometimento no reparo das lesdes causadas pela CDDP em pacientes com os
gendtipos variantes dos referidos polimorfismos ndo tenha sido suficiente para determinar
diferencas de resposta ao tratamento. Outra possibilidade é a de que o numero de
pacientes avaliados em nosso estudo ndo tenha sido suficiente para evidenciar diferencas
nas respostas a terapéutica em pacientes com os genotipos distintos dos polimorfismos
génicos. De forma semelhante aos nossos achados, os polimorfismos XPC Lys939Gin,
XPD23 Lys751GIn e ERCC1 C118T nao influenciaram na taxa de resposta baseada em
CDDP ou platina, em pacientes com cancer de pulmao (CAMPS et al., 2003; ISLA et al.,
2004; RYU et al., 2004; TIBALDI et al., 2008; KALIKAKI et al., 2009; CHEN et al., 2010;
SHIRAISHI et al.,, 2010; WU et al., 2012; LI et al., 2013; TISEO et al., 2013), cancer de
ovario (KHRUNIN et al., 2010), cancer de eséfago (WANG et al., 2011) e céancer de
pancreas (KAMIKOZURU et al., 2008). E, até onde atinge o0 nosso conhecimento, ndo ha
dados na literatura que associaram o polimorfismo XPF T30028C, com cancer e resposta
terapéutica com CDDP e RT.

Assim, os resultados do nosso estudo e as descricées da literatura sugerem que
os polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD23 Lys751GIn e ERCC1 C118T nao influenciam na
taxa de resposta a terapéutica com CDDP e RT em pacientes com CCECP.

3. Toxicidade ao esquema terapéutico

3.1. Nauseas e vomitos

Observamos que cerca de 70,0% e 45,0% dos nossos pacientes apresentaram
nauseas e vomitos graus 1 ou 2, respectivamente.

Nauseas e vOmitos sdo eventos comuns relacionados com o uso de
quimioterapicos. A CDDP, em altas doses, tem grande poder emetogénico, sendo capaz
de promover emese em cerca de 90,0% dos pacientes que ndo fagam uso de
antieméticos (HESKETH et al., 1997; ASHP Therapeutic Guidelines, 1999; KOELLER et
al., 2002; ROILA et al., 2006).

Os mecanismos desencadeados pela CDDP para indugdo de nauseas e vémitos
estdo bem estabelecidos. A formacao de adutos inter e intracadeias da CDDP com o DNA
e a producao de radicais livres danificam as células enterocromafins do intestino delgado
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e promovem a liberagdo de serotonina por exocitose. Este neurotransmissor ativa os
receptores de serotonina, gerando um estimulo aferente que transmite o sinal para a zona
de gatilho quimiorreceptora (CTZ) e centro do vémito (CV), localizadas no bulbo, préximo
ao nucleo do trato solitario. Posteriormente, a via eferente € acionada gerando o reflexo
do vomito (HESKETH, 2008). A emese aguda é estimulada principalmente por serotonina,
mas a emese tardia é desencadeada por dopamina, histamina, prostaglandina e
substancia P também liberadas no processo (HESKETH et al., 2003).

Em nosso estudo, utilizamos como antieméticos metoclopramida e dexametasona
e ondansetrona. A metoclopramida € um farmaco da classe dos antagonistas de
receptores dopaminérgicos, amplamente empregado na antiemese relacionada ao uso de
quimioterapicos, atuando nestes receptores presentes na CTZ. Além disso, o farmaco
reduz a sensibilidade dos nervos aferentes viscerais que transmitem impulsos a partir do
trato gastrintestinal para o CV, contribuindo assim para a reducao das nduseas e voémitos
(BADELL et al., 2006; RANG et al., 2012). J&4 os mecanismos de agao da dexametasona
como antiemético sdo incertos. Supde-se que este farmaco consiga inibir prostaglandinas
e, consequentemente, a estimulagdo das fibras que levam a ativacdo do CV. Também
pode atuar sobre a inflamagéo peritumoral decorrente do tratamento (HO et al., 2010). A
ondansetrona tem atividade antagdnica nos receptores serotoninérgicos, eliminando os
efeitos de nauseas e vOmitos desencadeados pela atuagdo da serotonina nestes
receptores presentes na CTZ (HO & GAN, 2006; RANG et al., 2012).

No estudo de KRIS et al. (1985), nauseas e vémitos foram observados em 78,0%
e 60,0% dos pacientes, respectivamente, apdés receberem CDDP e terapia antiemética
com metoclopramida e dexametasona no momento da QT. J& DE CASTRO et al. (2007)
verificaram nauseas e vémitos graus 1 ou 2 em 47,0% e 57,0%, respectivamente, em
pacientes com CCECP tratados com CDDP e sob suporte antiemético semelhante ao
nosso. Considerando que a maioria dos nossos pacientes apresentaram nauseas e
vOmitos discretos ou moderados, acreditamos que a nossa terapéutica foi adequada.

O alelo Asn (gendtipo Asp/Asn ou Asn/Asn) do polimorfismo XPD10 Asp312Asn foi
associado a menor ocorréncia de nauseas. O genoétipo CC do polimorfismo XPF T30028C
e o alelo T (genétipo CT ou TT) do polimorfismo ERCC1 C118T foram associados a
menor ocorréncia de nauseas e vOmitos. Em contraste, os polimorfismos XPD10
Asp312Asn e ERCC1 C118T néo influenciaram a ocorréncia de vémitos, em pacientes
com cancer de pulmao (ISLA et al., 2004) e cancer de ovario (KHRUNIN et al., 2010),
tratados a base de CDDP.
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A explicagado para a associagdo dos genétipos dos referidos polimorfismos com
protecdo contra naduseas e vomitos em pacientes com CCECP tratados com CDDP e RT
nao é clara. Acredita-se que as proteinas XPD10, XPF e ERCC1, codificadas pelos alelos
variantes (Asn, C e T) dos polimorfismos XPD10 Asp312Asn, XPF T30028C e ERCC1
C118T, tém menores potenciais de reparo de lesbes de DNA (WINSEY et al., 2000; YU et
al., 2000; QIAO et al., 2002). E possivel que a apoptose das células enterocromafins, cujo
DNA nao pode ser reparado, proporcione menor ocorréncia de nauseas e vomitos, pois a
liberacdo de serotonina por exocitose demanda eventos celulares que acontecem
somente em células eucariéticas vivas (ALBERTS et al, 2008; SILVERTHORN, 2010).
Dessa forma, a auséncia da interacdo do neurotransmissor com seu receptor, ndo gera
estimulos na CTZ e no CV, tendo como consequéncia menos nauseas e vomitos. Assim,
os resultados deste estudo sugerem que os alelos variantes Asn do polimorfismo XPD10
Asp312Asn, C do polimorfismo XPF T30028C e T do ERCC1 C118T estdo associados a
menor ocorréncia de nauseas e voémitos em pacientes com CCECP tratados com CDDP e
RT e que estes possam receber esquema antiemético menos efetivo do que os demais.

Frequéncias similares dos genétipos distintos dos polimorfismos XPC Lys939GIn e
XPD23 Lys751GiIn foram observados em pacientes com CCECP estratificados por graus
de nauseas e vomitos. Até onde atinge 0 nosso conhecimento, ndo ha dados na literatura
que avaliaram os polimorfismos XPC Lys939GIn e XPD23 Lys751GIn, com cancer e
toxicidade a terapéutica com CDDP e RT.

Acredita-se que as proteinas XPC e XPD23, codificadas pelos alelos variantes
(GIn e GIn) dos polimorfismos XPC Lys939GIn e XPD23 Lys751GIn, tém menores
potenciais de reparo de lesbes de DNA (QIAO et al., 2002; ZHU et al., 2008). Assim, é
possivel que induzam mais a apoptose das células enterocromafins e proporcionem
menos nauseas e vomitos. Dessa forma, seria esperado que as nauseas e os vOmitos
durante o tratamento com CDDP e RT fossem alterados por estes polimorfismos, mas tais
resultados ndo foram observados em nosso estudo. E possivel que a magnitude do
comprometimento no reparo das lesées causadas pela CDDP em pacientes com os
diferentes genétipos dos referidos polimorfismos néo tinha sido suficiente para determinar
diferencas destas toxicidades. Outra possibilidade € a de que o numero de pacientes
avaliados em nosso estudo ndo tenha sido suficiente para evidenciar as manifestagdes

em pacientes com os genétipos distintos dos polimorfismos génicos.
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Assim, os resultados do nosso estudo sugerem que os polimorfismos XPC
Lys939GIn e XPD23 néo influenciam nas nauseas e vémitos induzidos pela CDDP em
pacientes com CCECP.

3.2. Mielossupressao

Observamos que cerca de 80,0%, 60,0%, 40,0%, 50,0% e 35,0% dos nossos
pacientes apresentaram anemia, leucopenia, neutropenia, linfopenia e plaquetopenia
graus 1 ou 2, respectivamente. J& DE CASTRO et al. (2007) demonstraram 50,0%,
13,0%, 6,0%, 40,0% e 13,0% dos pacientes com CCECP, tratados com esquema
terapéutico semelhante ao nosso, baseado em CDDP associada a RT, apresentaram
anemia, leucopenia, neutropenia, linfopenia e plaquetopenia graus 1 ou 2,
respectivamente. Assim, maior mielossupresdo foi observada em nossos casos. E
possivel que a maior mielossupressao observada em nossos achados possa ser atribuida
a desnutricdo de nossos pacientes, uma vez que IMC reduzido (< 18,5) caracterizou
metade da nossa casuistica no momento do diagnéstico. J& € bastante conhecido que a
deficiéncia nutricional pode levar a hipoplasia medular, pois proteinas, carboidratos,
vitaminas e minerais sdo essenciais para a produgéo, diferenciagdo e maturagao celular
durante a hematopoiese (BORELLI et al., 2004).

Mielossupressdo € um efeito colateral comum durante terapéutica com CDDP.
Cerca de 20,0-30,0% dos pacientes que recebem o quimioterapico apresentam tal
toxicidade (BC CANCER AGENCY CANCER DRUG MANUAL, 1994; CHU et al., 2013).
Anemia, leucopenia, neutropenia, linfopenia e plaquetopenia podem ser vistas apos a
administracdo de doses maiores que 50 mg/m2 de CDDP (BC CANCER AGENCY
CANCER DRUG MANUAL, 1994; DE CASTRO et al., 2007; CHU et al., 2013), mas, em
geral, sao discretas ou moderadas (RABIK & DOLA, 2007).

O mecanismo para mielossupressao pelo uso de CDDP nao esta totalmente
esclarecido. A hip6tese mais plausivel para o fato é a capacidade do fa&rmaco em formar
adutos de DNA e radicais livres em células progenitoras hematopoiéticas (WEIJL et al.,
2004), induzindo-as a apoptose. Supde-se também que a nefrotoxicidade relacionada a
CDDP contribua para a anemia apresentada por pacientes tratados, devido a menor
producdo de eritropoietina (WOOD & HRUSHESKY, 1995), horménio estimulador da
eritropoiése, produzido principalmente pelos rins (JACOBSON et al, 1957). A anemia
nestes pacientes pode também ser causada por hemdlise devido a reacdo imunoldgica
contra as hemacias, desencadeada por complexos antigénicos formados pela CDDP
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ligada a membrana celular (LEVI et al., 1981). Assim, anemia associada ao uso de CDDP
pode ser determinada por hipoplasia medular, deficiéncia de eritropoietina secundaria a
nefrotoxicidade ou hemdélise (DLOTT et al., 2004; GAO et al., 2006; HORIGUCHI et al.,
2006; VANDENDRIES & DREWS, 2006; WANG et al., 2010; SON et al., 2011; GAO et
al., 2013). Ja a leucopenia, a neutropenia e a plaquetopenia sdo determinadas por
hipoplasia medular induzida pelo farmaco (LINK, 2012).

Frequéncias similares dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn,
XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T foram observados em nossos
pacientes com CCECP estratificados por grau de mielossupressao.

Acredita-se que as proteinas XPC, XPD10, XPD23, XPF e ERCC1, codificadas
pelos respectivos alelos variantes dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn,
XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T, tém menores potenciais de reparo de
lesdes de DNA (WINSEY et al., 2000; YU et al., 2000; QIAO et al., 2002; ZHU et al., 2008)
e, assim, € possivel que induzam mais aplasia medular. Dessa forma, seria esperado que
a mielossupressdo oriunda ao tratamento com CDDP e RT fosse alterada por estes
polimorfismos, mas tais resultados nao foram observados em nosso estudo. Novamente,
€ possivel que a magnitude do comprometimento no reparo das lesbes causadas pela
CDDP em pacientes com os diferentes gendétipos dos referidos polimorfismos ndo seja
suficiente para determinar diferengas desta toxicidade. Outra possibilidade digna de nota,
€ a de que o numero de pacientes avaliados em nosso estudo ndo tenha sido suficiente
para evidenciar a manifestacdo em pacientes com o0s genoétipos distintos dos
polimorfismos génicos. De forma semelhante aos nossos achados, os polimorfismos XPC
Lys939GIn, XPD23 Lys751GIn e ERCC1 C118T néao influenciaram na mielossupressao
em pacientes com cancer de pulmao (ISLA et al., 2004; TIBALDI et al., 2008; WU et al.,
2009; CHEN et al., 2010; IRANZO et al., 2011) e cancer de ovario (KHRUNIN et al.,
2010), tratados com CDDP.

Assim, os resultados do nosso estudo e as descrigbes da literatura sugerem que
os polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C
e ERCC1 C118T néo influenciam os graus de mielossupressado durante terapéutica de
pacientes com CCECP com CDDP e RT.

3.3. Ototoxicidade

Observamos que a maior parte dos nossos pacientes com CCECP apresentou
reducdo dos limiares auditivos nas frequéncias 3, 4, 6 e 8 kHz, em ambas as orelhas,
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apo6s terapéutica com CDDP e RT. Ototoxicidade graus 1, 2 e 3 foram identificadas em
cerca de 70,0% da nossa amostra. Outros estudos relataram deficiéncia auditiva em 45,0-
65,0% dos pacientes com CCECP submetidos a tratamento com CDDP a associada RT
(KWONG et al., 1996; BERTOLINI et al., 2004; OH et al., 2004; CHAN et al., 2009;
DELL’ARINGA et al., 2009). Ainda, observou-se que as perdas ocorreram principalmente
em frequéncias sonoras mais altas (a partir de 4 kHz) (KWONG et al., 1996; OH et al.,
2004; CHAN et al., 2009; DELL’ARINGA et al., 2009).

A CDDP determina lesdes nas células ciliadas externas cocleares, na espira basal
da céclea e discreto acometimento das células ciliadas internas, com consequente
reducao da acuidade auditiva (MACALPINI & JOHNSTONE, 1990; FAUSTI et al., 1993). A
formacgéo de radicais livres (HUSAIN et al., 2001), a ativagdo de vias de apoptose para
destruicao de células lesadas (HUANG et al., 2002) e a inibicdo na transdugéo dos canais
de célcio (STENGS et al., 1998) sao outros mecanismos que determinam a ototoxicidade
por CDDP. Ainda, a RT associada a CDDP tem efeito potencializador, causando aumento
dos limiares auditivos tonais apds o tratamento (DELL’ARINGA et al., 2009).

A ototoxicidade por CDDP geralmente se manifesta como zumbido e perda
auditiva neurossensorial (BOKEMEYER et al., 1998), com inicio em frequéncias sonoras
altas (a partir de 3 kHz), mas que se estende para frequéncias sonoras menores (1,5 e 2
kHz), as quais sdo importantes para a percepg¢ao da fala cotidiana (BIRO et al., 2006).

Os sons comuns apresentam uma ampla gama de frequéncias. A fala cotidiana
emite sons de frequéncias que variam de 0,3 a 3 kHz (BESS & HUMES,1998; FROTA,
2003), sendo de 3 kHz os mais relevantes (HARRIS et al., 1960). Perdas auditivas nestas
frequéncias implicam na dificuldade da percep¢ao dos sons da fala, compreensao de sua
inteligibilidade e o processo de comunicacao do individuo (RUSSO et al, 2009). Ainda,
perdas unilaterais de acuidade auditiva pode mascarar o sinal de fala na presenca de
ruido ambiental e dificulta a localizagdo sonora (LIEU, 2004). Ha também que se
considerar que a deterioragdo da audigéo e problemas de compreensao da fala, afetar a
qualidade de vida diaria do individuo, particularmente de idosos. Idosos portadores de
deficiéncia geralmente apresentam saude deficitaria, mobilidade reduzida, menos
contatos interpessoais, depressao, tensao e ansiedade (BESS & HUMES,1998). Assim,
as perdas auditivas identificadas em nossos casos foram importantes.

A reducdo da acuidade auditiva (frequéncias médias e altas) e a ototoxicidade
foram menores em pacientes com o alelo GIn (gendétipo Lys/GIn ou GiIn/GIn) do
polimorfismo XPC Lys939GIn, apés terapéutica com CDDP e RT. Estes dados sugerem
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que o referido alelo exerga papel protetor na ocorréncia de ototoxicidade. De forma
contraditoria, o gendtipo GIn/Gin do polimorfismo XPC Lys939GIn foi associado com
maior ototoxicidade de pacientes com osteosarcoma tratados com esquema terapéutico
baseado em CDDP (CARONIA et al., 2009).

De forma semelhante, o genétipo GIn/Gin do polimorfismo XPD23 Lys751Gin foi
também associado a aparente efeito protetor de ototoxicidade em orelha esquerda, nas
frequéncias 0,25 e 1 kHz, em nossos casos tratados com CDDP associada a RT, mas
este efeito foi desprovido de significado clinico (inferior a 25 dB). O polimorfismo XPD23
Lys751GIn néo influenciou na audicao de pacientes com osteossarcoma (CARONIA et al.,
2009) e cancer de ovario (KHRUNIN et al., 2010).

Ja é conhecido que as proteinas XPC e XPD23, codificadas pelos respectivos
alelos variantes dos polimorfismos XPC Lys939GIn e XPD23 Lys751GIn, tém menores
potenciais de reparo de lesdes de DNA (QIAO et al., 2002; ZHU et al., 2008). Assim, é
possivel que induzam mais a apoptose das células ciliadas internas e externas cocleares
e, dessa forma, acarretem a reducdo dos limiares auditivos e ototoxicidade. Entretanto, o
gendtipo variante do polimorfismo XPC Lys939GIn atuou como protetor de ototoxicidade
em nosso estudo. A explicagdo para a associagdo do genétipo Lys/GIn ou GiIn/Gin do
polimorfismo XPC Lys939GIn e protecao a ototoxiciade em nossos pacientes tratados
com CDDP e RT néo é clara, uma vez que esperavamos resultados opostos.

Observamos que pacientes com os genétipos Asn/Asn do polimorfismo XPD10
Asp312Asn e TT do polimorfismo ERCC1 C118T apresentaram maior perda auditiva
(frequéncias médias e altas) e/ou maior ototoxicidade. Porém, os polimorfismos XPD10
Asp312Asn e ERCC1 C118T nao influenciaram na audicdo de pacientes com
osteosarcoma (CARONIA et al, 2009) e céncer de ovario (KHRUNIN et al, 2010),
tratados com esquema terapéutico baseado em CDDP.

E possivel que as proteinas XPD10 e ERCC1, codificadas pelos respectivos alelos
variantes dos polimorfismos XPD10 Asp312Asn e ERCC1 C118T, tém menores
potenciais de reparo de lesdes de DNA (YU et al., 2000; QIAO et al.,, 2002). Assim, é
possivel que induzam mais a apoptose das células ciliadas internas e externas cocleares
e, dessa forma, acarretem a reducao dos limiares auditivos e ototoxicidade. Esta é a
possivel explicacdo para a maior reducdo dos limiares auditivos e ototoxicidade
observada em pacientes com os genétipos variantes dos polimorfismos XPD10
Asp312Asn e ERCC1 C118T em nosso estudo.
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Médias e frequéncias similares dos gendétipos distintos do polimorfismo XPF
T30028C foram observadas em pacientes com CCECP estratificados por limiares
auditivos e ototoxicidade ao tratamento em nosso estudo, respectivamente.

Acredita-se que a proteina XPF, codificada pelo alelo variante (C) do polimorfismo
XPF T30028C, tem menor potencial de reparo de lesdées de DNA (WINSEY et al., 2000)
induzidas pela CDDP. Assim, é possivel que induza mais a apoptose das células ciliadas
internas e externas cocleares e, dessa forma, acarretem a ototoxicidade. Assim, seria
esperado que maior reducdo dos limiares auditivos e maior frequéncia ototoxicidade
oriunda ao tratamento com CDDP e RT fosse alterada por este polimorfismo, mas tais
resultados ndo foram observados em nosso estudo. Novamente, é possivel que a
magnitude do comprometimento no reparo das lesdes causadas pela CDDP em pacientes
com os diferentes gendtipos dos referidos polimorfismos nédo seja suficiente para
determinar diferencas desta toxicidade. Outra possibilidade é a de que o numero de
pacientes avaliados em nosso estudo nao tenha sido suficiente para evidenciar a
manifestacdo em pacientes com os genotipos distintos dos polimorfismos génicos.

Assim, os resultados do nosso estudo sugerem que os polimorfismos XPC
Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn e ERCC1 C118T, mas ndo o XPF
T30028C, influenciam os graus de ototoxicidade observados durante terapéutica de
pacientes com CCECP com CDDP e RT.

3.4. Nefrotoxicidade

No presente estudo, observamos que as médias de CICre e da TFG com EDTA-
*'Cr dos nossos pacientes, antes e ap6és o tratamento, foram de 91,1 e 78,7
mL/min/1,73m?2 e 83,4 e 64,2 mL/min/1,73m?2, respectivamente. Assim, reducao de 13,6%
nos valores de CICre e de 23,0% nos valores da TFG com
EDTA-*'Cr foram por nés identificadas ao término do tratamento. J4 é de muito conhecido
que dosagens de Cr, bem como o CICre, sdo limitados para a determinagao da injuria
renal por CDDP (JONHSON & O'DWYER, 2005). A TFG medida com EDTA-%'Cr é
considerada o método mais preciso para a avaliagdo efetiva da funcdo renal, sendo
provavelmente a maneira mais apropriada de avaliar, com precisao, variagdes da funcao
renal antes e apds o tratamento com CDDP, assim como ja demonstrado em outras
situagdes clinicas (BARROS et al., 2006; HARTLEV et al., 2012).

A nefrotoxicidade por CDDP é um processo multifatorial. A exposi¢do das células
tubulares renais a CDDP ativa vias de sinalizacao (MAP quinase, estresse oxidativo,
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apoptose intrinseca e extrinseca), as quais promovem a morte celular. Além disso, a
CDDP induz a producdo de fator de necrose tumoral, fato que desencadeia resposta
inflamatdria e contribui para lesdo das células tubulares. Ainda, a CDDP também pode
induzir lesdo na vasculatura renal, resultando na diminuicdo do fluxo sanguineo e lesao
isquémica dos rins. Juntos, estes eventos patolégicos culminam na deficiéncia renal
(PABLA & DONG, 2008).

Médias similares dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23
Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T foram observadas em pacientes estratificados
por CICre e TFG com EDTA-*'Cr medidos antes e apds o tratamento em nosso estudo.
Entretanto, o gendtipo CT do polimorfismo ERCC1 C118T foi relacionado com maior
nefrotoxicidade em pacientes com cancer de ovario (KHRUNIN et al., 2010), mas ndo em
pacientes com cancer de pulmdo (ISLA et al, 2004; CHEN et al, 2010). J& os
polimorfismos XPD10 Asp312Asn e XPD23 Lys751GIn n&do foram relacionados com
nefrotoxicidade em pacientes com cancer de ovario tratados com CDDP (KHRUNIN et al.,
2010).

Acredita-se que as proteinas XPC, XPD10, XPD23, XPF e ERCC1, codificadas
pelos respectivos alelos variantes dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn,
XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T, tém menores potenciais de reparo de
lesGes de DNA (WINSEY et al., 2000; YU et al., 2000; QIAO et al., 2002; ZHU et al., 2008)
e, assim, € possivel que induzam de forma mais consitente a apoptose das células
tubulares renais. Assim, seria esperado que a nefrotoxicidade oriunda ao tratamento com
CDDP e RT fosse alterada por estes polimorfismos, mas tais resultados nao foram
observados em nosso estudo. Novamente, é possivel que a magnitude do
comprometimento no reparo das lesdes causadas pela CDDP em pacientes com os
diferentes gendtipos dos referidos polimorfismos nao seja suficiente para determinar
diferencas desta toxicidade. Outra possibilidade € a de que o numero de pacientes
avaliados em nosso estudo nao tenha sido suficiente para evidenciar a manifestacdo em
pacientes com os gendtipos distintos dos polimorfismos génicos.

Assim, os resultados do nosso estudo sugerem que os polimorfismos XPC
Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF T30028C e ERCC1 C118T nao
influenciam a nefrotoxicidade induzida pela CDDP em pacientes com CCECP.
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4, Concentracao de CDDP urinaria

A média de concentragao de CDDP urinaria (237,0 ug/mg) identificada no periodo
de 0 a 48 horas apés a infusdo da CDDP em nosso estudo, condiz com os achados
presentes na literatura. LITTEREST et al. (1976 e 1977) demonstraram que cerca de
50,0% do quimioterapico é eliminado na urina nas primeiras 24 horas. GULLO et al.
(1980) mostraram que 26,0 a 50,0% da CDDP administrada, é excretada na urina em 48
horas. Ainda, SIDDIK et al. (1988) observaram que a maior parte da CDDP é excretada
no primeiro dia apos a infusdo e que 52,0% da CDDP ¢ eliminada na urina nos trés dias
subsequentes.

A CDDP se une a proteinas plasmaticas e, a seguir, difunde para os tecidos (DE
CONTI et al., 1973; HIMMELSTEIN et al., 1981). De acordo com descricbes prévias,
sabe-se que 23,0 a 40,0% da CDDP ¢ identificada na urina 24 horas ap6s a infusdo do
quimioterapico e somente uma pequena porcentagem é excretada pela bile (JOHNSON &
O’DWYER, 2005).

Encontramos uma tendéncia a menor concentracdo de CDDP urindria em
pacientes com o alelo C (geno6tipo TC ou CC) do polimorfismo XPF T30028C.

Acredita-se que a proteina XPF, codificada pelo alelo variante (C) do polimorfismo
XPF T30028C, tem menor potencial de reparo de lesdes de DNA (WINSEY et al., 2000) e,
assim, é possivel que a CDDP permaneca no interior das células e que seja excretada em
menores concentragdes na urina. Os resultados deste estudo sugerem que o alelo
variante possa modular a concentragao urindria da CDDP em pacientes com CCECP
tratados com CDDP e RT, mas estes resultados necessitam confirmacao por estudos
adicionais.

Médias similares dos genotipos distintos dos polimorfismos XPC Lys939GIn,
XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn e ERCC1 C118T foram observadas em pacientes
estratificados por concentragéao urinaria de CDDP em nosso estudo. Até o momento, ndo
encontramos trabalhos que relacionem os referidos polimorfismos com a concentragao de
CDDP urinaria.

As proteinas XPC, XPD10, XPD23 e ERCC1, codificadas pelos respectivos alelos
variantes dos polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GiIn e
ERCC1 C118T, tém menores potenciais de reparo de lesdes de DNA (YU et al., 2000;
QIAQO et al, 2002; ZHU et al., 2008) e, assim, é possivel que a CDDP permaneca no

interior das células e que seja excretada em menores concentragdes na urina. Assim,
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seria esperado maiores concentragdes urinarias de CDDP em pacientes com os alelos
variantes desses polimorfismos, mas tais resultados ndo foram observados em nosso
estudo. Novamente, é possivel que a magnitude do comprometimento no reparo das
lesbes causadas pela CDDP em pacientes com os diferentes genétipos dos referidos
polimorfismos nao seja suficiente para tal determinagédo. Outra possibilidade € a de que o
namero de pacientes avaliados em nosso estudo ndo tenha sido suficiente para
evidenciar diferencas de concentracao de CDDP urinaria em pacientes com os genétipos
distintos dos polimorfismos génicos. Assim, os resultados do nosso estudo sugerem que
os polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn e ERCC1
C118T nao influenciam a excrecao urinaria de CDDP em pacientes com CCECP.

Espera-se que em futuro préximo, os estudos de farmacogenética possam
contribuir para implementar prescricoes individualizadas de quimioterapicos para
pacientes com cancer. Exemplos disso sdo os estudos com foco na taxa de resposta do
tamoxifeno associada a polimorfismos do gene Citocromo P-450, familia 2, subfamilia D,
polipeptideo 6 (CYP2D6) em mulheres com tumores de mama. O tamoxifeno é uma pré-
droga da classe dos antagonistas de receptores de estrdgeno, que atua sobre células
tumorais da mama com positividade para este receptor. Suas ac¢des farmacolédgicas séo
atribuidas pela producao de seus metabdlito, em especial ao endoxifeno (LIM et al.,
2005). A geragao destes metabdlitos € mediada principalmente pelo gene CYP2D6
(DESTA et al., 2004), que ¢ altamente polimorfico (JIN et al., 2005). Estudos mostraram
que polimorfismos neste gene podem reduzir a metabolizagdo do tamoxifeno, conferindo
menor sobrevida a pacientes tratadas com a terapia hormonal (GOETZ et al., 2005).
Grande incentivo para desenvolvimento de testes comerciais para genotipagem destes
polimorfismos foi observado apés esta descoberta mas, os testes ainda nao sao utlizados
na pratica médica de rotina.

Estudos baseados em avaliagdes de pacientes com CCECP considerando o
polimorfismo XPD10 Asp312Asn, associado a variavel resposta completa neste estudo,
em avaliagdes de pacientes com CCECP considerando os polimorfismos XPC Lys939GiIn,
XPD10 Asp312Asn e ERCC1 C118T, associados a ototoxicidade neste estudo, e
medicamentos otoprotetores, como amifostina (EKBORN et al., 2002; FOULADI et al.,
2008), lactato e N-acetilcisteina intratimpanicos (CHOE et al., 2004) e dexametasona
intratimpénica (HILL et al, 2008) nos parecem promissores.
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Os resultados deste estudo sdo apenas preliminares e indicam que é longo o
caminho a ser percorrido até que pacientes com CCECP possam ser tratados de forma
personalizada.
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Conclusoes

O polimorfismo XPD10 Asp312Asn esta associado a taxa de resposta completa
ao esquema terapéutico de CDDP associada a RT em pacientes com CCECP

em nossa amostra,

Os polimorfismos XPC Lys939GIn, XPD10 Asp312Asn, XPD23 Lys751GIn, XPF
T30028C e ERCC1 C118T estao associados a efeitos colaterais da terapéutica
com CDDP e RT, como nauseas, vomitos, reducdo da acuidade auditiva e
ototoxicidade, mas nédo alteram a mielossupressdo e a nefrotoxicidade em

pacientes com CCECP tratados com CDDP e RT em nossa amostra e,

O polimorfismo XPF T30028C pode modular a concentragdo de CDDP urinaria
em pacientes com CCECP tratados com CDDP e RT em nossa amostra.
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Anexo 1

FORMULARIO PARA INVESTIGAR TOXICIDADE DURANTE INFUSAO DO FARMACO

Nome: HC:

Data:

Fazer um “X” se houver o efeito no momento da infusdo e o grau associado ao mesmo:

Efeito Adverso Grau | Grau Il Grau lll Grau IV

NAUSEA Leve Moderada Severa -

Consequéncias
fisioldgicas que
requerem terapia
intensiva, ou
colapso
hemodinamico

VOMITO 1 episddio 2-5 episodios = 6 episddios

* Este quadro foi adaptado do protocolo para que pudesse ser aplicavel no momento da infusédo
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Anexo 2

QUESTIONARIO PARA INVESTIGAR TOXICIDADE APOS A QUIMIOTERAPIA

Nome: HC:

Data:

Nausea

Nao Sim Conseguiu comer? Comeu menos? N&o conseguiu comer
absolutamente nada

D1

D2

D3

D4

D5

Grau:

Vémito

Nao Sim Quantas vezes? Medicamentos utilizados? Como tomou?

D1

D2

D3

D4

D5

Grau:

168



Anexo 3

TESTE DE MEDIDA DE ADESAO DE MORISKY

Nome: HC:

Data:

Medicamento:

sua doenca, por iniciativa prépria, apos ter se sentido pior?

Perguntas Pontuacao
1. Alguma vez vocé esqueceu de tomar os medicamentos para sim (0) Nao (1)
a sua doenga?
2. Alguma vez vocé foi descgldado com os horérios de tomar sim (0) N30 (1)
os medicamentos?
3. Alguma vez vocé deixou de tomar 0s medicamentos para a sim (0) N&o (1)
sua doenca, por se sentir melhor?
4. Alguma vez vocé deixou de tomar os medicamentos para a sim (0) N&o (1)

Na ocorréncia de pelo menos uma resposta “sim”, aplicar as duas questdes seguintes

termine?

Motivagdo | Conhecimento
5. Vocé foi informado sobre a importancia e o beneficio de usar - . ~
. P Sim/Nao
0 medicamento?
. Vocé repor os medicamentos antes que . ~
6. Vocé se esquece de repor os me q Sim/No -

Escore: 0 a 1 pontos: baixa adesao; 2 a 3 pontos: média adesao; 4 pontos: alta adesao
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\\VI} Anexo 4

Termo de consentimento informado do estudo intitulado “Farmacogenética da
Cisplatina Associada a Radioterapia em Portadores de Carcinoma de Células
Escamosas de Cabeca e Pescoco”

[\ [0] 3 (=30 Lo T = (o5 (=] 1 1 (=TT
Idade.:........... anos RG: .o, HC: e
[ 3o (=T = o o SO PO PP RPPPTRR

RG:..oo e, Grau de parentesco: ...........ccccceeeviieeeeennen
[ g o [T =T o o PRSP PPPPPPRPPPN

Aceito participar do estudo, no qual fornecerei uma amostra de sangue (volume:
10 mL) a ser colhida em veia de um dos bracos. Estou ciente de que este sangue sera
utilizado para a avaliagdo de uma predisposicao familiar para o desenvolvimento de tumor
na regido da cabeca e do pescoc¢o. Estou ciente que um fragmento do tumor retirado para
estabelecer o diagnéstico da minha doencga sera utilizado para avaliar as caracteristicas
proprias deste tumor. Sei que serei submetido a exame de imagem (SPECT-CT) para
verificar a extensdo do tumor na regido da cabega e do pescogo no momento do
diagnéstico e apos o tratamento da minha doenga com quimioterapia e radioterapia. Estou
ciente de que este exame implicar4 em pequena dose adicional de radiacao na regiao da
cabeca e do pescogo. Sei que serei submetido a exame para avaliar a atividade do meu
rim (taxa de filtracdo glomerular com EDTA-°'Cr) no momento do diagnéstico e ap6s o
tratamento da minha doenga, para verificar se este érgéo foi alterado pelo quimioterépico.
Para o exame, serei submetido a trés puncgdes em veia de um e do outro brago. Sei que
posso sentir dor de pequena intensidade e de curta duragéo nos locais de puncao da veia.
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Estou ciente de que fornecerei amostras de urina para quantificar o quimioterapico
utilizado para tratar a minha doenca. Sei que serei submetido a testes para verificar se os
meus ouvidos foram lesados pelo tratamento, nos quais serei submetido a sons de
diferentes frequéncias (agudo e grave) e intensidades (alto e baixo) para avaliar. Estou
ciente de que nao terei prejuizos com a realizacao destes exames. Sei que terei direito de
saber o resultado dos meus exames, caso esteja interessado. Sei que posso sair do
estudo a qualquer momento e que isto nao vai prejudicar o meu tratamento na UNICAMP.

Ainda, estou ciente que participarei de consultas com o farmacéutico e responderei
a uma série de questionarios que este profissional aplicara, sobre qualidade de vida,
utilizacdo de medicamentos e efeitos colaterais da quimioterapia.

Sei que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Estou
ainda ciente, que nenhum outro estudo usando o mesmo material sera realizado sem a
aprovagdo do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP.
Se tiver duvidas sobre o estudo poderei procurar a Profa. Dra. Carmen Silvia Passos
Lima, no ambulatério de Oncologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP, Tel: (019) 3521
7496, 3521 7363.

Se tiver reclamagdes sobre o estudo, poderei procurar a secretaria do Comité de
Etica da FCM da UNICAMP. Tel: (019) 3521-8936 ou 3521-7187.

Tenho a opgdo ou ndo de aceitar o armazenamento do material genético por mim
fornecido (Resolucédo 340/04), abaixo relacionada.
( ) aceito o armazenamento ( ) né&o aceito o armazenamento

Eu li/ouvi o conteudo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas

duvidas oralmente

Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel legal

Assinatura do pesquisador legal

Campinas, / /
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Anexo 5

Termo de consentimento informado para obtencao, utilizagcdo e divulgagédo de imagens
pessoais no estudo intitulado “Farmacogenética da Cisplatina Associada a
Radioterapia em Portadores de Carcinoma de Células Escamosas de Cabeca e

Pescoco”

[\ o] 30 T=3e Lo Y o= Uod (=] 01 (=N
Idade: ........... anos RG: .o, HC: e,
[ g Lo [T =T o o PP SOPPPPPPPPPPN

RG: .., Grau de parentesco: ............cccceeeiiiieeeennnen
[ g T [T =T o o PP PPPPPPRPPPN

Permito que os pesquisadores do Servico de Oncologia Clinica do Hospital de
Clinicas da UNICAMP tirem fotografias da minha pessoa.

Consinto que estas imagens sejam utilizadas para finalidade didatica e cientifica,
divulgadas em aulas, palestras, conferéncias, cursos, congressos, e outros eventos
cientificos.

Consinto também que estas imagens sejam publicadas em livros, artigos, portais
de internet, revistas cientificas e similares.

Consinto também que as imagens de meus exames, como radiografias,
tomografias  computadorizadas, ressonancias  magnéticas, ultrassonografias,
eletromiografias, histopatoldégicos (exame no microscépio da pecga cirdrgica retirada) e

outros, sejam utilizadas e divulgadas com os mesmos propdsitos citados acima.
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Este consentimento pode ser revogado, sem qualquer 6nus ou prejuizo a minha
pessoa, a meu pedido ou solicitacdo, desde que a revogagao ocorra antes da publicagao.

Fui esclarecido de que nao receberei nenhum ressarcimento ou pagamento pelo
uso das minhas imagens e também compreendi que a equipe de profissionais que me
atende e atendera durante todo o tratamento nao tera qualquer tipo de ganhos financeiros
com a exposicdo da minha imagem nas referidas publicacdes.

Estou ciente se que nao sera mostrado o meu rosto afim de que eu nao seja
reconhecido. Sei que meus dados pessoais serao mantidos em sigilo pelo pesquisador.

Se tiver duvidas sobre o uso de minhas imagens poderei procurar a Profa. Dra.
Carmen Silvia Passos Lima, no ambulatério de Oncologia do Hospital de Clinicas da
UNICAMP, Tel: (019) 3521 7496, 3521 7363.

Eu li/ouvi o conteudo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas

duvidas oralmente.

Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel legal

Assinatura do pesquisador legal

Campinas, / /
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Anexo 6

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICA
COMITE DE ETICA EM PESQUIS

® www.fem.unicamp.br/fem/pesquis

CEP, 28/02/02.
(PARECER CEP: N° 274/2011)

PARECER

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: <“INFLUENCIA DA FARMACOGENOMICA NO EFEITO
TERAPEUTICO, TOXICIDADE E FARMACOCINETICA DA CISPLATINA
ASSOCIADA A RADIOTERAPIA EM PORTADORES DE CARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS DE CABECA E PESCOCO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Carmen Silvia Passos Lima

II - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou o adendo que inclui o projeto “Polimorfismos ERCCI C118T,
XPC Lys939GIn, XPD Lys751GIn e Asp312Asn e XPF T30028C, Relacionados com
Reparo de DNA por Excisdo de Nucleotideos, na Farmacogenética da Cisplatina
Associada a Radioterapia em Portadores de Carcinoma de Células Escamosas de
Cabeca e Pescoco” sob responsabilidade da aluna Leisa Lopes Aguiar, referente ao
protocolo de pesquisa supracitado.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

111 - DATA DA REUNIAO
Homologado na Il Reuniao Ordinaria do/CEP/FCM, em 28 de fevereiro de 2012.

Prof. Dr. Carl0§ du:{xrdo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 33521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cepitfem.unicamp.br

Pagina | de |
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Anexo 7

Distribuicao dos 145 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
consecutivos, inseridos inicialmente no estudo, de acordo com a situacao final e as causas

de exclusao (quando pertinente)

Caso Situacao Causa da exclusao Caso Situacao Causa da exclusao

1 Inserido NA 74 Excluido DR

2 Inserido NA 75 Excluido DA

3 Excluido KPS reduzido 76 Excluido DA

4 Excluido DR 77 Excluido QT de inducéo
5 Inserido NA 78 Inserido NA

6 Inserido NA 79 Inserido NA

7 Excluido DR 80 Excluido DR

8 Inserido NA 81 Excluido  Abandono do tratamento
9 Inserido NA 82 Excluido DR

10 Excluido  Abandono do tratamento 83 Excluido DR

11 Inserido NA 84 Excluido KPS reduzido
12 Inserido NA 85 Excluido DR

13 Excluido KPS reduzido 86 Inserido NA

14 Inserido NA 87 Inserido NA

15 Excluido KPS reduzido 88 Inserido NA

16 Inserido NA 89 Inserido NA

17 Inserido NA 90 Inserido NA

18 Excluido DR 91 Excluido KPS reduzido
19 Inserido NA 92 Excluido DR

20 Inserido NA 93 Inserido NA

21 Inserido NA 94 Inserido NA

22 Excluido KPS reduzido 95 Inserido NA

23 Inserido NA 96 Excluido DA

24 Inserido NA 97 Inserido NA

25 Excluido DR 98 Inserido NA

26 Inserido NA 99 Inserido NA

27 Excluido DR 100 Excluido DR

28 Excluido  Abandono do tratamento 101 Inserido NA

29 Inserido NA 102 Inserido NA

30 Excluido KPS reduzido 103 Inserido NA

31 Inserido NA 104 Excluido QT de inducgéo
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32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

Inserido
Inserido
Excluido
Excluido
Inserido
Excluido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Excluido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Excluido
Inserido
Inserido
Inserido
Excluido
Excluido
Excluido
Excluido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Excluido
Inserido
Excluido
Inserido
Inserido
Inserido
Excluido
Excluido
Excluido
Excluido

Inserido

NA
NA
DR
DR
NA
QT de inducéo
NA
NA
NA
NA
KPS reduzido
NA
NA
NA
NA
KPS reduzido
NA
NA
NA
DR
Abandono do tratamento
DR
KPS reduzido
NA
NA
NA
NA
KPS reduzido
NA
KPS reduzido
NA
NA
NA
DR
DR
DA
KPS reduzido
NA

105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

Inserido
Inserido
Excluido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Excluido
Excluido
Excluido
Inserido
Excluido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Excluido
Inserido
Inserido
Excluido
Inserido
Inserido
Inserido
Inserido
Excluido
Inserido
Excluido

Excluido

NA
NA
KPS reduzido
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
QT de inducéo
DR
KPS reduzido
NA
QT de indugéo
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
DA
NA
NA
Abandono do tratamento
NA
NA
NA
NA
DR
NA
KPS reduzido
KPS reduzido
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70 Excluido KPS reduzido 143 Inserido NA

71 Inserido NA 144 Excluido KPS reduzido
72 Inserido NA 145 Inserido NA
73 Excluido DR

(NA) nédo se aplica; (DR) disfungdo renal; (DA) disfuncdo auditiva; (KPS) Karnofsky performance
scale; (QT de indugao) quimioterapia de indugéo
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Anexo 8

Distribuicdo dos 90 pacientes com carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescocgo tratados com cisplatina associada a radioterapia, de
acordo com a idade, o sexo, a etnia, o indice de massa corpérea, a
presenca de hipertensdo arterial e diabetes mellitus e os padrdes de
etilismo e de tabagismo

Caso '939¢  goyo Etnia IMC HAS DM  Etilismo Tabagismo
(anos)

1 59 M C 182 N N  EMA TA
2 59 M C 162 N N  EMA TA
5 54 M Cc 223 N N EA ™
6 55, M C 235 N S  EMA ™
8 4 M Cc 207 N N EMA TA
9 53 M C 174 N N EA TA
1 6 M ¢ 172 N N EM TA
12 4 M NE 156 S N EA TA
14 6 M C 233 S S EA TA
16 61 M C 215 S N EA TA
7 3 M Cc 179 N N EM ™
19 5 M C 190 S S ED ™
0 5 M C 269 S N A TA
>4 48 M NE 174 N N EA TA
3 5 M C 161 N N EA TA
24 6 M C 194 N N EA TA
% 49 M C 233 N N A TA
29 5 M C 156 N N EA TA
31 64 M C 163 N N  EMA TA
32 45 F NE 135 S N  EMA TA
33 6 M C 184 S S EA TA
% 5 M C 204 N N  EMA TA
38 51 M C 180 N N EA TA
39 6 M C 245 S N EA TA
40 5 M C 138 N N  EMA TA
41 45 M C 173 N N EA TA
43 6 M C 142 N N EM TA
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44
45
46
48
49
50
55
56
57
58
60
62
63
64
69
71
72
78
79
86
87
88
89
90
93
94
95
97
98
99
101
102
103
105
106
108
109

63
63
64
66
44
53
55
55
55
66
27
61
57
51
41
37
62
55
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59
59
56
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47
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44
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16,6
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110 44 M C 241 N N EMA TA
111 72 M C 22,6 N N EMA TA
112 66 M C 24,8 N N EA TA
113 52 M C 17,2 N N EMA TA
114 58 M C 19,7 N N EM TA
115 57 M C 18,2 N S EMA TA
116 37 M C 27,1 N N EM ™
120 47 M C 21,5 N N EMA TA
122 53 M C 25,1 N N EMA TA
123 47 M C 15,5 S N EMA ™
124 73 M C 19,7 N N EA TA
125 41 M NE 16,7 N N EMA TA
126 60 M C 18,5 N N EMA TA
127 58 M C 20,8 N N EMA TA
128 47 M C 17,5 N N EMA TA
129 59 M C 14,5 N N EMA TA
130 74 M C 18,9 S N EM TA
132 56 M C 29,8 N N EMA TA
133 67 M C 15,9 N N EMA TA
135 41 M NE 19,1 S S EM TA
136 62 M C 31,5 S S ED TA
137 54 M C 13,8 N N EMA TA
138 59 M C 25,1 N N EMA TA
140 62 M C 19,2 N S EA TA
143 57 M C 21,7 S N EMA TA
145 64 M C 20,5 N N A TA

(IMC) indice de massa corpérea; (HAS) hipertensdo arterial sistémica; (DM)
diabetes mellitus; (M) masculino, (F) feminino; (C) caucaséide; (NE) negréide; (N)
nao; (S) sim; (A) abstémio; (ED) etilista discreto; (EM) etilista moderado; (EA)
etilista acentuado; (EMA) etilista mais que acentuado; (NT) ndo tabagista; (TD)

tabagista discreto; (TM) tabagista moderado; (TA) tabagista acentuado
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Anexo 9

Distribuicdo dos 90 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco tratados com cisplatina
associada a radioterapia, de acordo com a localizagao, o estagio, o grau de diferenciagéo do tumor e a presenca do HPV

Localizacao Sistema TNM
Caso Grau de Imunohistoquimica Hibridizacao
diferenciacao p16 in situ
Sitio Regiao Combinacao Estagio
1 Faringe Orofaringe T4N1MO IVa M N NA
2 Faringe Hipofaringe T3N2bMO IVa NA NA NA
5 Cavidade oral Mucosa oral T4aN2bMO IVa M N NA
6 Faringe Hipofaringe T3N2bMO IVa NA NA NA
8 Laringe Supraglote T2N1MO 1 M N NA
9 Cavidade oral Lingua T3N2bMO IVa M N NA
11 Laringe Glote T3NOMO 11 M N NA
12 Laringe Supraglote T4aN2cMO IVa P N NA
14 Faringe Hipofaringe T4aN2cMO IVa P NA NA
16 Laringe Supraglote TIN1MO [ NA N NA
17 Laringe Glote T2N1MO 1 M N NA
19 Laringe Supraglote T3N2bMO IVa M N NA
20 Laringe Glote T1NOMO I M N NA
21 Faringe Orofaringe T1N2cMO IVa P NA NA
23 Laringe Supraglote T3N1MO 11 B NA NA
24 Laringe Supraglote T4aN3MO0 IVb NA NA NA
26 Laringe Glote T3NOMO 11 M N NA




29
31
32
33
36
38
39
40
41
43
44
45
46
48
49
50
55
56
57
58
60
62
63
64
69
71

Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Laringe
Laringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Cavidade oral
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Laringe
Cavidade oral
Cavidade oral
Faringe
Faringe
Faringe

Faringe

Orofaringe
Orofaringe
Hipofaringe
Orofaringe
Hipofaringe
Hipofaringe
Glote
Supraglote
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Hipofaringe
Palato duro
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Glote
Lingua
Lingua
Hipofaringe
Orofaringe
Hipofaringe

Orofaringe

T4aNOMO
T2N3MO
T4aN2cMO
T2NOMO
T3N3MO
T4bNOMO
T3N2MO
T4N3MO
T4aN3MO0
T4aN2bMO0
T4aN3MO0
T4NOMO
T4N1MO
T4N1MO
T3N2cMO
T3N2MO
T4aN2cMO
T4aN2cMO
T4aN1MO
T3NOMO
T2NOMO
T2NOMO
T4bN1MO
T4aN3MO0
T2N2cMO
T1N2aMO0

IVa
IVb
IVa

IVb
IVb
IVa
IVb
IVb
IVa
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IVa
IVa
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NA
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NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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72
78
79
86
87
88
89
90
93
94
95
97
98
99
101
102
103
105
106
108
109
110
111
112
113
114

Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Cavidade oral
Cavidade oral
Faringe
Faringe
Laringe
Faringe
Laringe
Laringe
Faringe
Cavidade oral
Cavidade oral
Faringe
Faringe
Faringe

Faringe

Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe
Orofaringe

Assoalho de boca

Mucosa oral
Hipofaringe
Orofaringe
Subglote
Orofaringe
Supraglote
Supraglote
Orofaringe
Mucosa oral
Lingua
Orofaringe
Hipofaringe
Hipofaringe

Orofaringe

T3N1MO
T2N2bMO
T4aN2cMO
T3N2cMO
T2N1MO
T3N3MO
T4aN3MO0
T2N3MO
T4aN2cMO
T4aNOMO
T4aNOMO
T4aN2bMO0
T4N2MO
T4aN2c
T4aNOMO
T3NOMO
T2N2cMO
T2N2aMO0
T3N1MO
T4N2bMO
T4aN1MO
T4aN2aMO0
T1N2cMO
T4aN2bMO
T3N2aMO0
T4aNOMO

11
IVa
IVa
IVa

11
IVb
IVb
IVb
IVa
IVa
IVa
IVa
IVa
IVa
IVa

11
IVa
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IVa
IVa
IVa
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NA

NA
NA
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NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA




115 Faringe Orofaringe T4bN2cMO IVb M NA NA
116 Laringe Supraglote T3N2cMO IVa M N NA
120 Laringe Supraglote T3N2aMO0 IVa I N NA
122 Laringe Supraglote T3N2cMO IVa M N NA
123 Cavidade oral Lingua T4aN2cMO IVa NA NA NA
124 Laringe Supraglote T2N1MO 1 M NA NA
125 Faringe Hipofaringe T4N2aMO0 IVa M NA NA
126 Faringe Orofaringe T4N2bMO IVa P N NA
127 Laringe Glote T4aN1MO IVa P NA NA
128 Faringe Hipofaringe T3N2cMO IVa M N NA
129 Cavidade oral  Assoalho de boca T4aN2bMO IVa M N NA
130 Faringe Orofaringe T3N3MO IVb M N NA
132 Faringe Orofaringe T2NOMO Il P N NA
133 Faringe Orofaringe T4bN2cMO IVb NA NA NA
135 Faringe Hipofaringe T4aN2cMO IVa NA NA
136 Faringe Orofaringe T3N1MO 1 B N NA
137 Faringe Hipofaringe T4bN1MO IVb M N NA
138 Laringe Supraglote T3N2MO IVa M N NA
140 Faringe Orofaringe T2N2bMO IVa NA NA NA
143 Faringe Orofaringe T2NOMO Il M P N

145 Laringe Supraglote T3NOMO [ M N NA

(p16) proteina 16; (NA) ndo avaliado; (M) moderadamente diferenciado; (B) bem diferenciado; (P) pouco diferenciado; ()
indiferenciado; (N) negativa; (P) positiva. O nimero de pacientes avaliados por imunohistoquimica (n= 57) difere do numero total de
pacientes avaliados no estudo (n= 90), pois em 33 casos encontramos dificuldade na obteng¢édo de fragmentos adequados do tumor

incluidos em parafina
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Anexo 10

Distribuicao dos 90 pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco tratados com
cisplatina (CDDP) associada a radioterapia, de acordo com as doses de CDDP efetivamente recebidas em

cada infusa@o e a dose acumulada no tratamento completo

Quimioterapia com CDDP

Caso Primeiro ciclo Segundo ciclo Terceiro ciclo Dose acumulada
CDDP CDDP CDDP CDDP CDDP CDDP CDDP
(mg total) (mg/m?) (mg total) (mg/m?) (mg total) (mg/m?) (mg/m?)
1 163 100 126 80 120 80 260
2 150 100 150 100 140 100 300
5 164 100 131 80 120 80 260
6 185 100 143 80 136 80 260
8 180 100 190 100 152 80 280
9 121 80 120 80 115 80 240
11 170 100 167 100 NA NA 200
12 115 80 150 100 NA NA 180
14 90 50 90 50 NA NA 100
16 180 100 180 100 NA NA 200
17 150 100 126 90 NA NA 190
19 150 100 150 100 150 100 300
20 188 100 194 100 NA NA 200
21 173 100 168 100 165 100 300
23 150 100 120 80 120 80 260
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24
26
29
31
32
33
36
38
39
40
41
43
44
45
46
48
49
50
55
56
57
58
60
62
63
64

130
190
140
160
115
170
190
146
190
154
130
90
170
120
110
124
172
156
102
159
130
144
150
169
163
108

100
100
100
100
80
100
100
80
100
100
80
60
100
80
80
80
100
100
80
100
80
80
100
100
100
80

130
190
112
160
114
168
190
148
152
122
130
112
158
105
139
120
167
156
128
159
130
138
159
170
160
144

100
100
80
100
80
100
100
100
100
80
80
80
100
75
100
80
100
100
100
100
80
80
100
100
100
90

104
180
98
160
114
NA
135
148
144
90
131
NA
125
100
108
NA
NA
151
103
NA
130
NA
155
115
117
NA

80
100
75
100
80
NA
75
100
80
60
80
NA
80
80
80
NA
NA
100
80
NA
80
NA
100
70
75
NA

280
300
255
300
240
200
275
280
280
240
240
140
280
235
260
160
200
300
260
200
240
160
300
270
275
170
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69
71
72
78
79
86
87
88
89
90
93
94
95
97
98
99
101
102
103
105
106
108
109
110
111
112

210
185
118
145
240
132
180
171
170
183
180
175
110
127
180
180
195
122
140
120
157
146
129
174
131
187

100
100
80
100
100
100
100
100
100
100
100
100
80
80
100
100
100
80
80
80
100
100
80
100
80
100

200
180
118
145
240
97
142
137
130
138
133
135
83
160
120
177
153
92
140
132
155
150
129
174
129
185

100
100
80
100
100
75
80
80
80
80
75
80
60
100
75
100
80
60
80
90
100
100
80
100
80
100

150
170
118
140
230
97
142
120
125
134
NA
136
112
120
130
171
NA
91
134
118
153
151
123
172
120
182

80
100
80
100
100
75
80
80
80
80
NA
80
80
75
75
100
NA
60
80
80
100
100
80
100
75
100

280
300
240
300
300
250
260
260
260
260
175
260
220
255
250
300
180
200
240
250
300
300
240
300
235
300
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113
114
115
116
120
122
123
124
125
126
127
128
129
130
132
133
135
136
137
138
140
143
145

173
152
160
200
170
210
161
130
158
164
188
173
138
160
224
156
165
223
106
180
181
160
138

100
100
100
100
100
100
100
80

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
75

100
100
100
80

180
153
128
200
165
205
130
128
157
161
187
166
139
126
220
150
133
217
106
146
176
157
132

100
100
80
100
100
100
80
80
100
100
100
100
100
80
100
100
80
100
75
80
100
100
80

180
155
90
160
165
201
134
NA
152
155
NA
160
NA
NA
NA
112
130
NA
106
146
141
152
NA

100
100
60
80
100
100
80
NA
100
100
NA
100
NA
NA
NA
75
80
NA
75
80
80
100
NA

300
300
240
280
300
300
260
160
300
300
200
300
200
180
200
275
260
200
225
260
280
300
160

(CDDP) cisplatina; (NA) nao se aplica
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