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RESUMO 

 

NICOLAU, Marina Chianello. Caracterização da expressão gênica dos receptores 

colinérgicos nicotínicos (CHRNs) no epitélio esofágico normal e em carcinoma epidermóide 

de esôfago. 2015. 144f. Dissertação (Mestrado em Biociências) - Instituto de Biologia 

Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.  

 

O câncer de esôfago (CE) é uma doença extremamente agressiva e é um dos tumores 

mais incidentes e letais no Brasil e no mundo, sendo o carcinoma epidermóide de esôfago 

(CEE) o principal subtipo histológico, apresentando como principais fatores de risco o 

etilismo e o tabagismo na população ocidental. A exposição concomitante desses dois fatores 

representa um risco multiplicador para o desenvolvimento de CEE, sendo que o fumo parece 

ter um papel importante tanto na iniciação quanto na promoção do tumor, enquanto o álcool 

teria um papel mais relevante na promoção. Componentes do tabaco, como a nicotina e as 

nitrosaminas são potentes carcinógenos e agonistas de alta afinidade dos receptores 

colinérgicos nicotínicos (CHRNs), podendo atuar ativando vias de sinalização celular 

fundamentais para a progressão tumoral. Pouco se sabe sobre a expressão e regulação dos 

CHRNs na mucosa esofágica e no processo de carcinogênese desse tecido. Assim, o objetivo 

desse trabalho foi analisar a expressão gênica dos CHRNs no epitélio esofágico normal e em 

CEE, bem como sua regulação pelos fatores de risco associados ao tumor. Foi observado que 

as subunidades α3, α5, α7 e β4 são expressas no epitélio esofágico saudável humano enquanto 

as subunidades α1, α4, α9 e α10 apresentaram baixa ou nenhuma expressão nesse mesmo 

tecido. Além disso, foram encontradas diferenças de expressão das subunidades α3 e α7 em 

indivíduos etilistas e tabagistas quando comparados com indivíduos não-etilistas (subunidade 

α3) e não-tabagistas (subunidade α7). Nas amostras de CEE, as subunidades CHRNA5 e 

CHRNA7 foram encontradas superexpressas no tumor quando comparado ao tecido normal 

adjacente e observou-se diferença de expressão da subunidade α7 no tumor comparado com o 

tecido saudável e a subunidade β4 apresentou-se mais expressa no tecido tumoral e no tecido 

normal adjacente ao tumor do que no epitélio esofágico saudável. Entretanto, não foram 

encontradas diferenças de expressão de nenhuma das subunidades avaliadas nas linhagens 

CEE quando submetidas a tratamento com nicotina ou etanol. Os resultados obtidos sugerem 

uma participação dos CHRNs na fisiologia do epitélio esofágico e que os fatores de risco 

associados ao desenvolvimento de CEE parecem ser capazes de afetar a expressão desses 

receptores no epitélio esofágico. 

 

 

Palavras-chave: Receptores colinérgicos nicotínicos. Esôfago. Carcinoma epidermóide de 

esôfago. Tabagismo. Etilismo. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

NICOLAU, Marina Chianello. Characterization of gene expression of the nicotinic 

cholinergic receptors (CHRNs) in normal esophageal epithelium and esophageal squamous 

cell carcinoma. 2015. 144f. Dissertação (Mestrado em Biociências) - Instituto de Biologia 

Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 

Esophageal cancer (EC) is an extremely aggressive disease and it is one of the most 

incident and lethal cancers in the world and in Brazil. Esophageal squamous cell carcinoma 

(ESCC) is the main histological type of EC, being associated with alcohol and tobacco 

consumptiom. In Western countries, the concomitant use of these two factors provides a 

multiplying risk for the development of ESCC, and smoking seems to play an important role 

in both tumor initiation and promotion, while alcohol seems to have a more important role in 

promoting the tumor. Tobacco’s components like nicotine and nitrosamines are powerful 

carcinogens as well as high-affinity agonists of nicotinic cholinergic receptors (CHRNs). The 

activation of CHRNs by tobacco components results in the activation of key cellular signaling 

pathways for cancer progression. Very little is known about the expression and regulation of 

CHRNs in esophageal mucosa and carcinogenesis process. Thus, the objective of this study 

was to analyze the expression of CHRNs subunits in healthy esophageal mucosa and ESCC. 

Furthermore, we aimed to investigate whether etiologic factors associated with ESCC 

development could affect the expression of these receptors. According to our results, α3, α5, 

α7 and β4 subunits are expressed in human normal esophagus whereas α1, α4, α9 e α10 

subunits showed very low or no expression in the same tissue. Besides, there were differences 

in the expression of α3 and α7 subunits in alcoholic and smokers when compared with non- 

alcoholic (α3 subunit) and nonsmokers (α7 subunit). Regarding ESCC analyses, CHRNA5 and 

CHRNA7 were found overexpressed in tumor tissues when compared to surrounding mucosa. 

There were differences in the expression of α7 subunit in tumor tissues compared to healthy 

tissue and of β4 subunit in tumor tissue and surrounding mucosa compared to healthy tissue. 

No differences were found in the expressions of these subunits in esophageal cancer cell lines 

exposed to nicotine or ethanol. These results suggest that CHRNs play a role in esophageal 

physiology and that ESCC etiological factors seem to be able to affect the expression of these 

receptors.  

 

Keywords: Nicotinic cholinergic receptors. Esophagus. Esophageal squamous cell carcinoma. 

Tobacco. Alcohol. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Câncer de esôfago 

 

 

 O câncer de esôfago (CE) é responsável por 7% de todas as neoplasias malignas do 

trato gastrointestinal, além de ser o oitavo tipo de câncer mais comum em todo o mundo e a 

sexta causa mais comum de morte por câncer (Lehrbach et al., 2003; Kuwano et al., 2005; 

Ferlay et al., 2013), sendo a incidência mundial de CE em homens mais que o dobro da 

incidência em mulheres (razão de 2,4: 1) (Ferlay et al., 2013). De acordo com os dados da 

GLOBOCAN, o CE é a sexta neoplasia mais incidente entre homens e a décima terceira entre 

mulheres no mundo (Figura 1), estimando-se 323 mil novos casos e 281 mil mortes por essa 

neoplasia entre homens e 133 mil novos casos e 119 mil mortes entre mulheres para o ano de 

2012. Além disso, o CE apresenta taxas de incidência e mortalidade muito próximas, sendo a 

razão entre mortalidade e incidência anual de 0,87, demonstrando sua alta agressividade e 

letalidade (Ferlay et al., 2013). 

Menos de 20% dos pacientes acometidos por esta doença têm uma sobrevida maior 

que cinco anos após seu diagnóstico (Cohen e Ajani, 2011). Este fato é consequência do 

diagnóstico tardio, uma vez que os sintomas só aparecem em estádios bem avançados da 

doença. Somente quando 50 a 75% da luz esofágica está obstruída, o paciente apresenta 

disfagia (dificuldade de engolir), sendo normalmente o primeiro sintoma apresentado (Stein et 

al, 2001), o que resulta na ineficácia do tratamento (McLarty et al., 1997; Allen et al., 1997; 

Ribeiro Pinto et al.,  2003). 
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Figura 1: Representação das taxas estimadas, ajustadas por idade, de incidência e mortalidade 

dos tumores mais frequentes no mundo.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A - taxas de incidência e mortalidade para indivíduos do sexo masculino. B - taxas de incidência e 

mortalidade para indivíduos do sexo feminino.  ASR (W): Taxa ajustada por idade. 

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2012 – IARC.  

 

 

O CE apresenta uma ampla distribuição geográfica quanto à sua incidência, com 

regiões de alto risco de desenvolvimento do tumor bem próximas a regiões de baixo risco 

(Figura 2) (Eslick, 2009). Isso é consequência da forte influência de fatores sócio-ambientais 

no desenvolvimento do CE (Smeds et al., 2002), sendo os países em desenvolvimento as 

principais regiões acometidas pelo CE, com 83% dos casos e 86% dos óbitos decorrentes da 

doença (Parkin et al., 2005; Eslick, 2009; Jemal et al., 2011).  
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Figura 2: Distribuição geográfica da incidência de câncer de esôfago no mundo para ambos os 

sexos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Azul mais escuro representa regiões de alta incidência e azul mais claro, regiões de baixa incidência. 

ASR: Taxa ajustada por idade. 

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2012 – IARC. 
 

 

As taxas de incidência variam até 16 vezes entre regiões de alta e baixa incidência. As 

regiões de alta incidência são regiões como o sudeste da África (Quênia), leste da Ásia (do 

norte do Irã até a China, região conhecida como cinturão asiático do câncer de esôfago), no 

sul da América do Sul (Brasil e Uruguai, por exemplo), alguns países desenvolvidos (França e 

Inglaterra) e regiões de baixa incidência são encontradas, por exemplo, na América Central 

(Parkin et al., 2005; Eslick, 2009; Jemal et al., 2011) (Figura 3). 
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Figura 3: Gráfico representando as taxas de incidência e mortalidade de câncer de esôfago 

ajustadas por idade, sexo e região mundial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2012 – IARC. 

 

 

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA), para o ano de 2014, no 

Brasil, eram esperados 8.010 novos casos de câncer de esôfago em homens e 2.770 em 

mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 8,18 novos casos a cada 100 

mil homens e 2,70 a cada 100 mil mulheres. 

 No Brasil, o CE é o sexto tipo de câncer mais incidente entre os homens e o décimo 

quinto em incidência entre as mulheres. Além disso, o câncer de esôfago em homens é o 

quinto mais frequente na região Sul (15,97/100 mil), o sexto na região Centro-Oeste (6,88/ 

100 mil), o sétimo nas regiões Sudeste (9,45/ 100 mil) e Nordeste (4,50/100 mil), e o 11o na 

região Norte (1,88/100 mil). Para as mulheres, é o 13o mais frequente nas regiões Sul 

(5,27/100 mil), Sudeste (2,86/100 mil) e Nordeste (1,80/100 mil). Já nas regiões Centro-Oeste 

(2,39/100 mil) e Norte (0,67/100 mil), é o 14o (Figura 4) (INCA, 2014).  
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Figura 4: Representação espacial das taxas brutas de incidência de câncer de esôfago por 100 

mil indivíduos, estimadas para o ano de 2014. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A - Representação espacial das taxas brutas de incidência de câncer de esôfago em indivíduos do sexo 

masculino. B - Representação espacial das taxas brutas de incidência de câncer de esôfago em 

indivíduos do sexo feminino. Os tons mais escuros de verde e roxo representam as regiões de maior 

incidência enquanto que os tons mais claros, regiões de menor incidência. 

Fonte: INCA, 2014. 

 

 

O câncer de esôfago apresenta dois subtipos histológicos principais, o adenocarcinoma 

de esôfago (ADE) e o carcinoma epidermóide de esôfago (CEE). Esses subtipos diferem em 

características histopatológicas e clínicas, etiologia, distribuição geográfica, população 

acometida, entre outros aspectos (Queiroga e Pernambuco, 2006; Hongo, 2009). 

O ADE está intimamente relacionado a regiões desenvolvidas, como por exemplo, 

Europa Ocidental e os Estados Unidos, devido aos fatores de risco associados. Porém, 

recentemente, tem havido um rápido crescimento da sua incidência em países em 

desenvolvimento, devido principalmente às mudanças nos hábitos. Dentre eles, o consumo de 

alimentos ricos em gordura e o aumento da média de peso dessas populações, caracterizando 

obesidade, parecem ser os mais relevantes (Falk et al,. 2009). O principal fator de risco para o 

desenvolvimento do ADE é o desenvolvimento do esôfago de Barret especializado ou 

intestinal, uma condição pré-maligna na qual o epitélio normal do esôfago é substituído por 

um epitélio metaplásico colunar (Spechler et al., 1994). O esôfago de Barret se origina em 

pacientes que sofrem de refluxo gastro-esofágico crônico, condição que aumenta em mais de 

100 vezes a chance de desenvolver ADE (Thomas e Sobin, 1995). O tabagismo foi 

identificado como fator de risco para o ADE, mas o etilismo mostrou estar pouco relacionado 

à gênese da doença (Toh et al., 2010). O ADE acomete principalmente o terço inferior do 
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esôfago, enquanto o CEE ocorre mais frequentemente em células escamosas que revestem os 

terços superior e médio (Enzinger e Mayer, 2003). 

 O CEE é o subtipo histológico de CE mais frequente, correspondendo a mais de 90% 

dos casos de câncer de esôfago no mundo. O CEE apresenta sua maior incidência em países 

em desenvolvimento, como o Brasil, onde este também é o subtipo mais frequente (Parkin et 

al., 2005; INCA, 2014 ). Além disso, apresenta uma grande variação da incidência de acordo 

com a distribuição geográfica, sendo possível encontrar áreas de alto e baixo risco localizadas 

em regiões próximas (Smeds et al., 2002). As áreas de maior incidência deste tipo de câncer 

são: China (21/100.000 habitantes), América do sul (13/100.000 habitantes), Oeste Europeu 

(11/100.000 habitantes), África do sul (10/100.000 habitantes), Japão (9/100.000 habitantes) e 

algumas regiões da antiga União Soviética (8/100.000 habitantes). Dentro destas grandes 

áreas são identificadas regiões menores, nas quais a incidência de CEE pode ser de 10 a 50 

vezes maior, tais como regiões que incluem o centro e o norte da China, sul da Tailândia, 

norte da Itália, regiões montanhosas do Japão, parte da costa do Irã, certas províncias da 

França (Pickens e Orringer, 2003) e região sul do Brasil (Corley e Buffler, 2001). 

Diversos estudos epidemiológicos apontam que o etilismo e o tabagismo são os 

principais fatores de risco para o desenvolvimento de CEE. Em países ocidentais, o consumo 

concomitante desses dois fatores representa um risco multiplicador (IARC, 1986; 

Castellsagué et al., 1999).  Além disso, há a sugestão de que o fumo tenha um papel 

importante tanto na iniciação quanto na promoção do tumor, enquanto o álcool teria um papel 

mais relevante na promoção. Isso porque após 10 anos de abstinência de álcool o risco retorna 

aos valores dos abstêmios, enquanto após 10 anos sem tabaco o risco diminui apenas 50% 

(Castellsagué et al., 1999). 

Todavia, há outros fatores que contribuem para a gênese do CEE. A contaminação de 

alimentos por nitrosaminas, potentes carcinógenos que apresentam tropismo pelo esôfago 

(Lijinsky, 1992), a desnutrição e o consumo de chá quente estão envolvidos na etiologia deste 

câncer em alguns países, como a China e a Índia. No Irã, além da desnutrição e da ingestão de 

chá quente, o consumo de ópio é um importante fator de risco para o desenvolvimento de 

CEE. No Japão, apenas o consumo de chá quente parece ter relação direta (Tuyns, 1979; 

Sepehr et al., 2001). Já na região sul do Brasil, área de alta incidência, além do consumo de 

bebidas alcoólicas e tabaco, há também o consumo do “chimarrão” (chá da erva mate 

consumido em torno de 70°C), que vem sendo associado ao desenvolvimento do CEE 

(Castellsagué et al., 1999; 2000). 
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História Natural do CEE 

 

 

A história natural proposta para o desenvolvimento de CEE se baseia no seguinte 

modelo: depois de uma exposição de longo prazo do indivíduo aos agentes etiológicos, ocorre 

transformação neoplásica na mucosa esofágica que é raramente detectada nos estádios 

iniciais. Quando a terapia curativa é possível, a cirurgia (uma mucosectomia para excisão do 

tumor in situ) é o tratamento primário (Chen et al., 1999). Porém, na maioria dos pacientes, o 

tumor é detectado em estádios avançados, quando a quimiorradioterapia seguida ou não por 

esofagectomia são os procedimentos empregados. Entretanto, a maioria dos pacientes não 

apresenta uma melhora da sobrevida a longo prazo (da Costa et al., 2013).  

Intervenções podem ocorrer como prevenção primária, através de identificação e 

diminuição da exposição aos principais fatores etiológicos (etilismo e tabagismo), enquanto 

que a prevenção secundária pode ocorrer por meio de programas de rastreamento. A 

prevenção terciária ocorreria através da detecção CEE em estágios iniciais e intervenção 

curativa, como a esofagectomia, e a quaternária permitiria ao paciente uma melhor qualidade 

de vida, com tratamentos paliativos (Figura 5) (da Costa et al., 2013). 

 

Figura 5: História natural do CEE. Progressão de CEE ao longo do tempo e os diferentes 

momentos de intervenção para a prevenção e o diagnóstico da doença. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de da Costa et al., 2013.  
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 Conforme supracitado, a intervenção primária pode ocorrer através de um melhor 

entendimento e identificação de fatores etiológicos associados ao desenvolvimento de CEE, 

principalmente o tabagismo e o etilismo. No ocidente, a alta incidência de CEE entre homens 

é em geral de 3 a 10 vezes maior que em mulheres, provavelmente devido aos hábitos de 

ingerir bebidas alcoólicas e de fumar serem mais prevalente no sexo masculino. No entanto, 

há um crescente aumento do hábito de fumar entre o sexo feminino, promovendo um aumento 

no número de casos de câncer de esôfago entre as mulheres ocidentais, à semelhança do que 

vem acontecendo com o câncer de pulmão (INCA, 2009). 

O consumo do tabaco é uma das principais fontes de exposição a agentes cancerígenos 

conhecidos e está intimamente relacionado às mortes por vários tipos de câncer. A fumaça do 

tabaco contém potentes carcinógenos como hidrocarbonetos policíclicos aromáticos e 

metabólitos derivados da nicotina como 4-metilnitrosamina-1,3-piridil-1butanona (NNK) e N-

nitrosonornicotina (NNN) (Hecht e Hoffmann,1988). Essas nitrosaminas formam adutos no 

DNA que podem levar ao aparecimento de mutações e, consequentemente, levar ao 

desenvolvimento de um tumor. Além disso, esses componentes do tabaco podem ainda atuar 

via receptores colinérgicos nicotínicos (CHRNs) que ativam vias de sinalização celular 

fundamentais para a progressão do câncer, como por exemplo, proliferação celular, 

angiogênese, inibição da apoptose e migração tumoral (Lee et al., 2011).  

 

 

Receptores colinérgicos nicotínicos 

  

  

 Os receptores colinérgicos nicotínicos (CHRNs) são representantes clássicos da 

superfamília de proteínas ligantes de canais iônicos que são responsáveis por transmissões 

sinápticas rápidas e medeiam o influxo de Na+ e Ca+2 e o efluxo de K+. São compostos por 

cinco subunidades que podem ser homólogas (homopentâmeros) ou diferentes 

(heteropentâmeros) em torno de um canal iônico (Itier et al, 2001; Zouridakis, et al, 2009; 

Grando, 2014).  

 Os CHRNs possuem dois tipos de subunidades diferentes caracterizadas: α e β, sendo 

que nove tipos diferentes das subunidades α (α2 -  α10) e três tipos da subunidade β (β2 – β4) 

já foram descritos. As subunidades α são sítios principais de ligação ao agonista com exceção 

da subunidade α5 que, junto com as subunidades β, são subunidades  estruturais. Além disso, 
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as subunidades β regulam a taxa de ligação e dissociação de agonistas (Papke, 1993). Em 

humanos, já foram descritas 16 subunidades diferentes: α1-7 (α7 é seletiva para cálcio), α9-

10, β1-4, δ, ε (adulto), γ (fetal) (Zouridakis,  et al, 2009). 

 

 

Subtipos dos CHRNs 

 

 

Os CHRNs são pentâmeros compostos por diferentes subunidades, conforme 

supracitado, em que em cada subunidade tem quatro domínios transmembranares e estrutura 

topológica similar (Grando, 2014) (Figura 6). Os CHRNs encontram-se na membrana 

plasmática, tendo sido inicialmente identificados no sistema nervoso (gânglios autônomos e 

gânglios sensoriais e no sistema nervoso central) e em junções neuromusculares. Assim, são 

classificados nos subtipos neuronal e muscular, sendo que este último pode ainda estar 

presente em tecidos não neuronais ou tecidos não-musculares (Sobel et al., 1977; O’Brian et 

al., 1972; Karlin, 1974; Galzi et al, 1991). 

 

Figura 6: Exemplo de composição de diferentes subunidades dos receptores colinérgicos 

nicotínicos e a estrutura detalhada da subunidade α que interage com o ligante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A - Exemplo de composição das diferentes subunidades dos receptores colinérgicos nicotínicos. Os 

sítios de interação ao agonista estão localizados na interface entre duas subunidades. Além disso, há a 

subunidade estrutural não envolvida na interação com o ligante. B - Estrutura detalhada da subunidade 

α que interage com o ligante. Os quatro domínios transmembranares hidrofóbicos são designados M1-

M4. O sítio de interação ao agonista está localizado na extremidade amino-terminal. Os sítios de 

fosforilação para as quinases estão representados como P. Ach: acetilcolina. 

Fonte: Adaptado de Grando, 2014. 
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Os CHRNs do tipo neuronal, que, originalmente, acreditava-se serem expressos 

exclusivamente nos neurônios, podem ser compostos por cinco subunidades idênticas α7, α8 

(não encontrado em humanos) ou α9 (CHRNs homoméricos), ou podem ainda ser 

constituídos por combinações das  subunidades α2 até α6 ou α10 com as subunidades β2-β4 

(CHRNs heteroméricos). As subunidades α7, α4 e β2 são predominantes em cérebro de 

mamíferos, sendo que os homopentâmeros α7 são os receptores mais abundantes. Já os 

CHRNs do tipo muscular podem ser compostos por combinações da subunidade α1 com as 

subunidades β1, γ e δ em músculos em desenvolvimento, sendo que a subunidade γ é 

substituída pela subunidade ε em músculos maduros (Conti-Tronconi, et al., 1994; Portugal e 

Gould, 2008; Zouridakis, et al, 2009). Ambas as famílias de CHRNs são expressas em células 

tumorais malignas (Wessler e Kirkpatrick, 2008). A Figura 7 apresenta os subtipos dos 

CHRNs. 

 

Figura 7: Composição das subunidades dos subtipos de receptores colinérgicos nicotínicos 

musculares e neuronais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Os sítios de interação ao agonista estão localizados na interface entre duas subunidades e há a 

subunidade estrutural não envolvida na interação com o ligante.  

Fonte: Adaptado de Grando, 2014. 

 

 

Os CHRNs também estão presentes em tecidos não-neuronais. As subunidades α3,α5 e 

α7 são encontradas no epitélio brônquico (Maus et al., 1998; Zia et al., 1997); α4 em células 

epiteliais alveolares (Zia et al., 1997); α3, α5, α7, β2 e β4 em células pulmonares 

neuroendócrinas, carcinoma de pequenas células de pulmão (Song et al., 2003; Maneckjee e 

Minna, 1990; Quik et al., 1994; Plummer et al., 2005), queratinócitos da pele (Grando et al., 
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1995), tecidos vasculares (Wang et al., 2001) e em linfócitos humanos (Hiemke et al., 1996) 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1: Expressão de diferentes subunidades de CHRNs em células não-neuronais em 

humanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Arias, et al., 2009. 

 

 

A principal função desses receptores é transmitir sinal em junções neuromusculares, 

além do sistema nervoso central e sistema nervoso periférico, e o neurotransmissor 

acetilcolina é o ligante fisiológico de todos os CHRNs (Wessler e  Kirkpatrick, 2008). 

Entretanto, conforme citado anteriormente, componentes do tabaco como a nicotina e a NNK 

(4-metilnitrosamina-1,3-piridil-1butanona) também são agonistas de alta afinidade dos 

CHRNs (Schuller e Orloff, 1998). 

A nicotina interage com a subunidade α dos CHRNs como agonista, mimetizando a 

acetilcolina (Lindstrom, 1996), apresentando maior afinidade pelo CHRNA4B2 do que por 

CHRNA7 (Gotti, Fornasari, Clementi, 1997). Em tabagistas, as funções biológicas de 

CHRNA7 são aumentadas enquanto que as funções de CHRNA4B2 são inibidas. Isso é 

extremamente interessante porque CHRNA7 regula respostas que estimulam as células 

tumorais enquanto CHRNA4B2 regula predominantemente ações inibitórias, resultando em 

um meio que provê suporte seletivo para o desenvolvimento e progressão do câncer in vivo 

(Schuller, 2009; Singh, Pillai,Chellappan, 2011) (Figura 8). Além da nicotina, a NNN se liga 

ao heteropentâmero CHRNαβ e a NNK ao CHRNA7, com 5000 vezes e 1300 vezes mais 

afinidade do que a nicotina, respectivamente (Schuller e Orloff, 1998; Arredondo, 

Chernyavsky, Grando, 2006).  
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Figura 8: Esquema ilustrativo das diversas funções de CHRNA7 homomérico e CHRNA4B2 

heteromérico.  

Legenda: AA: ácido aracdônico; GABA: Ácido gama-aminobutírico; EGF: fator de crescimento epidermal; 

SCLC: câncer de pulmão de pequenas células; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular. 

Nota: Ambos os receptores estimulam a liberação de dopamina (neurotransmissor excitatório). CHRNA7 

estimula a liberação de glutamato e serotonina como também o neuropeptídeo bombesina e 

neurotransmissores de estresse, noradrenalina e adrenalina. Essas substâncias estimulam o crescimento de 

diferentes tipos de câncer seja por ativação direta de vias de sinalização intracelular ou indiretamente pela 

regulação da liberação de EGF (fator de crescimento epidermal), VEGF (fator de crescimento endotelial 

vascular) e AA (ácido aracdônico). CHRNA7 medeia o controle colinérgico de células imune e de ações 

anti-inflamatórias. CHRNA4B2 já foi descrito como responsável pela dependência à nicotina e por 

estimular a liberação do neurotransmissor GABA. O GABA tem ação inibitória em funções do cérebro e 

função de supressor de tumor em vários tipos de câncer. 

Fonte: Adaptado de Schuller, 2009. 

 

 

 A ligação do agonista, seja a acetilcolina ou os componentes do tabaco (nicotina ou as 

nitrosaminas), com o receptor através da subunidade α faz com que haja uma mudança 

conformacional desse receptor que resulta na abertura de canal iônico e o influxo de cátions 

como Na+ e Ca2+ e o efluxo de K+. Isso leva a uma despolarização da membrana celular, com 

a consequente abertura dos canais iônicos de cálcio voltagem-dependentes (VOCC), levando 

a um fluxo adicional de cálcio (Schuller, 2009) (Figura 9). O influxo de cálcio desencadeia a 

secreção de fatores mitogênicos e ativação das cascatas de sinalização envolvidas na 

proliferação celular, inibição apoptótica, migração e angiogênese (Schuller, 1994; Cattaneo et 

al., 1993; Schuller, 2009). 
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Figura 9: Representação simplificada das etapas iniciais da sinalização via CHRNs mediante 

interação com seus agonistas. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Fonte: Adaptado de Toxicologia – Faculdade de Farmácia, Universidade do Porto, 2006/2007. 

 

  

Vias de sinalização dos CHRNs 

 

 

 A ativação de CHRNs em células não-neuronais provoca fosforilação e 

desfosforilação de proteínas. Isso porque os CHRNs podem se associar fisicamente com 

proteínas quinases e fosfatases em complexos multiméricos. Por exemplo, JAK2 se liga ao 

CHRNA7 após a interação desse receptor com a nicotina, que leva à fosforilação e ativação 

de JAK2 e subsequente ativação de PI3K (Wu, Lee, Ho, 2011; de Jonge, et al., 2005; Kihara, 

et al., 2001). A subunidade α7 também pode se associar fisicamente e funcionalmente com 

quinases da família SRC (proteína tirosina quinase proto-oncogene) e as fosfotirosinas 

fosfatases associadas ao SRC (PPTPs) regulam a atividade de CHRNs, ativando e inibindo, 

respectivamente (Wang, et al., 2004). Um exemplo disso é a sinalização da β-arrestina que 

implica na proliferação celular induzida por nicotina (Dasgupta et al., 2006). Essa indução 

mediada por nicotina da proliferação celular envolve o recrutamento da β-arrestina ao 

CHRNA7 que leva à ativação de SRC. Isto, por sua vez, leva à ligação da quinase Raf com a 

proteína retinoblastoma (Rb), levando à fosforilação de Rb. A inativação de Rb por esta 

quinase leva à ativação da transcrição regulada por E2F (fator de transcrição em eucariotos) e 

a entrada na fase S do ciclo celular, promovendo a proliferação.  

 A Figura 10 é uma representação ilustrativa da ativação de algumas cascatas de 

sinalização mediante interação dos CHRNs com seu agonista. Conforme já mencionado, após 

interagir com seu agonista, há uma mudança conformacional do CHRN, que resulta na 

abertura de canal iônico e o influxo de íons, por exemplo, Ca2+. Isso leva a uma 

despolarização da membrana celular, com a consequente abertura dos canais de cálcio 
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voltagem-dependentes. Esse influxo de cálcio adicional ativa a via de PI3K-AKT-mTOR, que 

resulta na proliferação celular e inibição da apoptose e a via de sinalização RAS-RAF-ERK, 

desencadeando proliferação celular. Há também a ativação de VEGF (fator de crescimento de 

endotélio vascular), desencadeando a angiogênese (Schuller, 2009; Improgo et al., 2011).  

 

Figura 10: Cascatas de sinalização envolvidas na proliferação celular, inibição apoptótica, 

migração e angiogênese mediante ativação dos CHRNs. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Schuller, 2009. 

 

 

 

CHRNs e o Câncer 

 

 

De acordo com dados da literatura, um dos principais fatores ambientais relacionados 

ao câncer é o tabagismo. A nicotina presente no tabaco gera dependência via CHRNA4B2 

(Picciotto et al., 1998; Tapper et al., 2004) e o seu metabolismo gera produtos como as NNN 

e as NNK, que são potentes carcinógenos ( Figura 11).  
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Figura 11: Esquema representativo do metabolismo da nicotina em que gera metabólitos com 

alta afinidade ao receptor colinérgico nicotínico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Schuller, 2007. 

  

 

 Já foi relatado que CHRNs servem como mediadores centrais que, por vários 

estímulos, promovem a progressão do tumor (Schuller, 2009). Esses estímulos podem ativar 

numerosas vias de sinalização já vistas alteradas em câncer de pulmão e que podem estar na 

base da resistência desta doença aos tratamentos atualmente disponíveis. Isto pode indicar o 

mecanismo associado a uma menor taxa de sobrevida observada em pacientes que continuam 

a fumar durante a quimioterapia (Schuller, 2009).  

 A exposição só à nicotina não parece iniciar o câncer de pulmão, uma vez que nicotina 

age promovendo a tumorigênese depois que esta já foi iniciada (Schuller et al., 1995). Em 

câncer de pulmão de não pequenas células (NSCLC), a nicotina leva à liberação de EGF via 

CHRNA7, um fator de crescimento que se liga ao seu receptor (EGFR) e ativa a cascata Ras-

Raf-ERK, uma via de transdução de sinal relacionada à proliferação celular (Dasgupta e 

Chellappan, 2006; Carlisle et al., 2007). 

A progressão tumoral pode estar associada com a superexpressão de CHRNs, em que 

alguns subtipos de CHRNs são superexpressos seletivamente, independentemente do status de 

tabagismo do indivíduo, como a expressão de CHRNA7 em câncer de pulmão e CHRNA9 em 

câncer de mama. Além disso, a inibição da expressão de algumas subunidades (por exemplo, 

a subunidade α9 em linhagens de câncer de mama) atenua a proliferação celular induzida pela 

nicotina ou pelas nitrosaminas in vitro (Singh, Pillai, Chellappan, 2011; Wu, Lee, Ho, 2011). 

Conforme supracitado, os CHRNs são expressos em diversos tumores (Improgo, Soll, 

Tapper, Gardner, 2013) (Tabela 2). Por exemplo, em câncer de pulmão já foi detectada a 
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expressão de diversas subunidades, em particular as subunidades α3, α5 e β4 (Improgo, et al., 

2010). 

 

Tabela 2: Expressão de diferentes subunidades de CHRNs em diferentes tipos tumorais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Improgo, et al., 2013. 

 

 

Além disso, já foram encontradas alterações de CHRNs em tumores. Paliwal e 

colaboradores, em 2010, demonstraram uma hipermetilação significativa e moderada da 

região promotora de CHRNA3 e CHRNB4 em câncer de pulmão, respectivamente, 

culminando somente no silenciamento gênico da subunidade α3. Além disso, já foi encontrada 

uma variante não sinônima em CHRNA5 que confere um risco aumentado para o 

desenvolvimento do câncer de pulmão (Hung et al., 2008). Por fim, as subunidades α5 e α7 

são encontradas superexpressas neste mesmo tipo de tumor (Improgo et al., 2010). Sendo 

assim, estes receptores parecem desempenhar um papel importante na carcinogênese 

pulmonar, processo este intimamente relacionado ao consumo de tabaco. Em câncer de mama, 

foi demonstrada uma superexpressão da subunidade α9 em amostras tumorais quando 

comparado com o tecido normal adjacente (Lee, et al., 2010). Além disso, foi observado que 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20733118
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os pacientes que apresentaram elevados níveis de RNAm de CHRNA9 apresentaram uma 

sobrevida menor que 5 anos. Foi mostrado ainda que essa superexpressão é preferencialmente 

detectada em tumores positivos para receptor de estrogênio em comparação com aqueles que 

eram negativos. E em ensaios in vitro, foi demonstrado que o receptor de estrogênio é o 

principal fator de transcrição que medeia a superexpressão gênica de CHRNA9 induzida por 

nicotina e estradiol em linhagens de câncer de mama humano (Lee, et al., 2010). Assim, essa 

subunidade parece ter um papel importante na carcinogênese deste tipo tumoral.  

Conforme já mencionado, os CHRNs podem ser regulados pelos componentes 

presentes na fumaça do cigarro, como por exemplo, a nicotina, em tipos celulares normais e 

tumorais. Já foi demonstrada uma indução significativa e reversível de CHRNA1, CHRNA5 e 

CHRNA7 em células epiteliais brônquicas frente ao tratamento com nicotina (Lam, et al, 

2007) e superexpressão de CHRNA7 em células escamosas de pulmão tratadas com nicotina 

(Brown, et al, 2013), ambos em 72h. Além disso, já foi demonstrado também que esses 

receptores podem ser regulados pelo etanol em diversos tipos celulares. Gorbounova e 

colaboradores, em 1998, demonstraram uma redução de expressão de CHRNA3, porém uma 

superexpressão de CHRNA7 em linhagens de neuroblastoma tratadas com etanol por 4 dias 

(96h). Assim, a Tabela 3 resume as principais publicações associando o tabagismo e o 

etilismo com a regulação da expressão de CHRNs em diversos tipos celulares. Isso é bastante 

interessante uma vez que o tabagismo e o etilismo são os principais fatores de risco para o 

desenvolvimento de diversos tumores, como por exemplo, o CEE, foco desse trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20733118
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Tabela 3: Principais publicações associando o tabagismo e o etilismo com a regulação da 

expressão dos CHRNs em diversos tipos celulares. 

Legenda:  ↑- aumento de expressão da subunidade; ↓ - diminuição da expressão da subunidade.  

 

 

Com relação ao epitélio esofágico, pouco se sabe sobre a expressão das subunidades 

de CHRNs. Até o momento, apenas um trabalho fez essa avaliação através da expressão 

protéica por imunohistoquímica de algumas subunidades (α3, α5, α7 e β4). Os principais 

achados desse estudo foram a expressão da subunidade α3 nas células esofágicas 

compreendendo as camadas basais e suprabasais do epitélio, a expressão da subunidade α5 na 

maioria das camadas mais superficiais de queratinócitos esofágicos, a subunidade α7 presente 

Autor Droga Dose e Tempo Tipo Celular Efeito Ano de Publicação 

Zia,  et al. 

Arredondo,  et al. 

Nicotina 

(NIC) 

10µM/L 

5 dias 

queratinócitos 

cutâneos e orais 

humanos 

            α5; β2; 

↑  α3α5 e a7 (24h) 

1997; 2005; 2006; 

2008 

Lam, et al. 
Nicotina 

(NIC) 

100nmol/L 

72h 

células epiteliais 

brônquicas 

 

           CHRNA1 

 ↑    CHRNA5 

           CHRNA7 

            Reversível 

2007 

Brown, et al. 
Nicotina 

(NIC) 

1nM -10µM 

96h 

células escamosas 

de pulmão 

 

 ↑    CHRNA7  

(100nM – 72h) 

Sem efeito em α3 

2013 

Shi, et al. 
Nicotina 

(NIC) 

10µM 

72h 

carcinoma de 

nasofaringe 

↑ CHRNA7  

dose-dependente (8h-40h) 

2012 

Dohrman e Reiter 

Nicotina 

(NIC) 

Etanol 

(ETOH) 

1µM; 100mM 

96h 
fibroblastos 

Efeito da NIC amenizado 

pelo ETOH (48h), depois 

revertido (96h) 

↑ α4, β2 

2003 

Gorbounova, et al. 
Etanol 

(ETOH) 

100 mM (0,4%) 

4 dias 
neuroblastoma 

↓ α3 

↑ α7 

1998 

Al-Wadei, et al. 
Etanol 

(ETOH) 

17mM  (0,08%) 

7 dias 

adenocarcinoma 

ductal pancreático 

 

            α3 (4,5 vezes); 

  ↑ α5 (5 vezes); 

            α7 (5 vezes). 

2013 
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predominantemente no terço inferior do epitélio esofágico e a subunidade β2 predominante 

em células basais do esôfago (Nguyen, et al., 2000). Também já foi encontrada uma 

associação positiva entre um polimorfismo de base única (SNP) no cluster gênico CHRNA3-

CHRNA5-CHRNB4 com o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de esôfago em 

população chinesa (Wang, et al., 2013). 

Pelo fato da carcinogênese esofágica estar extremamente associada ao tabagismo e 

sabendo da importância da ativação dos CHRNs pelos componentes do tabaco, existe a 

necessidade de se explorar essa via de ativação de cascatas de sinalização celular em 

neoplasias esofágicas. Além disso, pouco se sabe sobre a expressão e regulação dos CHRNs 

na mucosa esofágica e no processo de carcinogênese desse tecido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23844051
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Geral 

 

 

 Analisar a expressão gênica dos receptores colinérgicos nicotínicos (CHRNs) no 

epitélio esofágico normal e em carcinoma epidermóide de esôfago.  

 

 

1.2 Específicos 

 

 

 - Analisar a expressão gênica dos CHRNs no epitélio esofágico normal considerando 

as seguintes variáveis: idade, terço, gênero, tabagismo e etilismo; 

 - Correlacionar a expressão dos CHRNs entre si nas amostras de epitélio esofágico 

normal; 

 - Avaliar a expressão desses genes em amostras de tecido tumoral e normal adjacente 

de pacientes com carcinoma epidermóide de esôfago (CEE) e comparar a expressão desses 

genes com a das amostras de esôfago saudável;  

 - Correlacionar a expressão desses genes com as características clínico-patológicas e 

sobrevida dos pacientes com CEE;  

 - Analisar a expressão gênica das subunidades dos CHRNs em linhagens de esôfago 

frente ao tratamento com nicotina ou etanol. 

 

 

 

  

 



44 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Amostras 

 

 

 Foram utilizadas 44 amostras frescas de doadores voluntários submetidos à endoscopia 

do Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE/UERJ) que não apresentavam qualquer 

doença no tecido esofágico. Foram coletados dois fragmentos dos três terços do esôfago 

(terço superior, terço médio e terço inferior) de cada indivíduo.  

 Todos os indivíduos assinaram um termo de consentimento informado (Apêndice A) e 

responderam um questionário sobre os seus hábitos (Apêndice B). Nesse questionário, há dois 

tópicos de destaque: informações sobre o tabagismo e o etilismo (fatores etiológicos do CEE). 

O projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Pedro 

Ernesto (CEP – HUPE) e foi aprovado sob o número 416 (CEP/HUPE) (Anexo A). 

Além disso, foi abordada nesse estudo uma coorte prospectiva composta de 19 

pacientes portadores de CEE primário. Foram considerados os seguintes critérios para a 

inclusão dos pacientes no estudo: 

- Casos cujo laudo histopatológico confirmou o diagnóstico de CEE revisto na Divisão 

de Patologia (DIPAT) INCA; 

- Pacientes que ainda não haviam sido submetidos a qualquer tratamento na ocasião da 

biópsia; 

- Pacientes cadastrados no Banco Nacional de Tumores (BNT) – INCA, onde as 

amostras eram armazenadas; 

- Pacientes em condições clínicas que permitissem realização de endoscopia digestiva 

alta e biópsias no Serviço de Endoscopia - INCA. 

Além dos procedimentos vinculados ao BNT-INCA, o projeto de pesquisa foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da instituição, sob o número 116/11 (Anexo B). 

Foram coletadas biópsias de CEE e do tecido normal adjacente ao tumor de cada paciente 

incluído no trabalho. Todos os pacientes assinaram um termo de consentimento informado 

(Apêndice C). Além disso, as informações sobre os pacientes foram coletadas a partir de seus 
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prontuários com o preenchimento de uma ficha, incluindo dados sobre tabagismo e etilismo 

(Apêndice D). 

 

 

2.2 Extração de RNA, quantificação, determinação da pureza e integridade das 

amostras de RNA  

 

 

2.2.1 Extração de RNA – Amostras de Esôfago de Indivíduos Saudáveis 

 

 

 O RNA total foi extraído das amostras utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen) 

seguindo o protocolo do fabricante. Cada amostra contendo 50 a 100 mg de tecido foi 

homogeneizada em 200 µL a 1 mL de TRIzol (1 mL para cada 100 mg de tecido) e incubada 

por cinco minutos à temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 100 a 200 µL 

de clorofórmio (200 µL para cada 1 mL de trizol utilizado) com subsequente homogeneização 

em agitador vortex. Após este processo houve incubação de 15 minutos à temperatura 

ambiente. As amostras foram centrifugadas à velocidade de 12.000 rpm por 15 minutos à 4°C 

e então a fase aquosa foi transferida para um novo tubo, com descarte do material restante. Ao 

novo tubo foram adicionados 500 µL de isopropanol com posterior agitação e incubação por 

10 minutos à temperatura ambiente, seguida de centrifugação a 12.000 rpm por 10 minutos à 

4°C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol 75%. As 

amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos, com posterior descarte do etanol. 

Para eluir o RNA, foram adicionados 10 a 20 µL de água livre de RNase. 

 

 

2.2.2 Extração de RNA – Amostras de Esôfago de Pacientes com CEE 

 

 

As amostras de CEE e tecido normal adjacente coletadas foram processadas no 

laboratório do BNT-INCA, como determina o regimento da instituição. Para a extração do 

RNA total, foi utilizado o RNeasy Mini kit (Qiagen), seguindo as orientações do fabricante: 
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- Um fragmento da biópsia de até 30 mg foi colocado em um microtubo de 1,5 mL 

junto com 200 L do tampão RLT com beta-mercaptoetanol. Após macerar o tecido, com 

auxílio de um pilão, foram adicionados mais 400 L do tampão RLT e posteriormente foram 

centrifugados em microcentrífuga por 3 min à velocidade de 12.000 x g para sedimentar o 

material não lisado. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e um 

volume de etanol 70% foi adicionado. Após homogeneização, 700 L da solução foram 

transferidos para uma coluna de purificação alocada em um tubo coletor de 2 mL e 

centrifugados  por 15 s a 8.000 x g . Ao término, o líquido do tubo coletor foi descartado e o 

procedimento foi repetido até passar toda a solução pela coluna. Em seguida, 700 L do 

tampão RW1 foram adicionados à coluna de purificação e centrifugados por 15 s a 8.000 x g. 

Ao término, o líquido do tubo coletor foi descartado e 500 L do tampão RPE foram 

adicionados à coluna de purificação e, posteriormente, centrifugados por 2 min a 8.000 x g. 

Em seguida, a coluna foi transferida para um novo tubo coletor de 2 mL e centrifugados por 1 

min a 12.000 x g. Após essa centrifugação, a coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 

mL e 30 L de água livre de RNase foram adicionados no centro da membrana, sem encostar 

a ponteira na mesma, a fim de eluir o RNA total. Após 1 minuto à temperatura ambiente, os 

tubos foram centrifugados por mais 1 min a 8.000 x g. A coluna foi descartada e 

posteriormente os tubos contendo o RNA total extraído foram armazenados à -80ºC. 

 

 

2.2.3 Quantificação e determinação da pureza das amostras de RNA 

 

 

 A quantificação e determinação da pureza das amostras de RNA foram feitas com o 

auxílio do equipamento NanoDrop (Uniscience), um espectrofotômetro simples, capaz de 

mensurar a concentração de ácidos nucléicos e proteínas em solução. Para a realização da 

quantificação, é necessário configurar os parâmetros do equipamento para mensurar ácidos 

nucléicos, determinados pela absorbância em comprimento de onda de 260 nm. O cálculo da 

concentração do RNA tomou por base a informação de que uma unidade de absorbância 

corresponde a uma concentração de 40 g / mL de RNA. Em seguida, aplica-se 1 µL de RNA 

total extraído no leitor óptico do aparelho. O resultado mostra automaticamente a 

concentração do RNA em µg/µL e verifica o grau de pureza da amostra a partir da razão entre 

a absorbância em 260 nm e a absorbância em 280 nm (comprimento de onda necessário para 
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medir a concentração de proteínas contaminantes na solução). As amostras foram 

consideradas puras quando esta razão era igual ou superior ao valor de 1,7. 

 

 

2.3 Reação de Transcrição Reversa (RT) 

 

 

Para a análise da expressão gênica pela reação em cadeia da polimerase (Polimerase 

Chain Reaction- PCR) foi necessário primeiramente transcrever o RNAm recém extraído em 

um DNA complementar (cDNA). O cDNA possui uma sequência de desoxirribonucleotídeos 

complementar à sequência do RNAm. Este procedimento é essencial para a PCR porque as 

moléculas de RNA são muito instáveis e pelo fato da DNA polimerase, enzima responsável 

pela reação, ter a capacidade de polimerizar fitas complementares de DNA a partir, somente, 

de outra fita de DNA.  

 A síntese de cDNA foi feita através da reação de transcrição reversa (RT), na qual o 

RNA total extraído foi incubado com a enzima transcriptase reversa SuperScript II® 

(Invitrogen). Em um microtubo foram adicionados 250 ng de primer randômico (Promega), 

500 ng de RNA alvo, 1 μL do set de dNTPs a 10 mM  e água livre de RNase suficiente para 

completar o volume final de 20 μL de reação e subseqüente incubação por 5 minutos à 65ºC. 

Em seguida, foram adicionados 4 μL do tampão da enzima transcriptase reversa (5X) 

fornecido pelo fabricante (Invitrogen) e 2 μL de DTT 0,1M e subsequente incubação por 2 

min à 25ºC. Em seguida, foi adicionado 1 μL de SuperScript II® (200 U) e as reações foram 

incubadas no termociclador por 10 min à 25ºC e 50 min à 42ºC. A inativação da enzima é 

feita incubando a reação a 70ºC por 15 min. Após a síntese, o cDNA foi armazenado à -20ºC. 

 

 

2.4 Reação em Cadeia da Polimerase Quantitativa (PCRq) 

 

  

 A PCRq ou PCR em tempo real é um tipo de reação em cadeia da polimerase (PCR) 

em que podemos observar a geração de novas cópias de determinada sequência do DNA ao 

longo da reação, ou seja, em tempo real. Esta metodologia foi realizada em termociclador 

equipado com detectores de fluorescência que acompanham o processo de amplificação 
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através da captação de sinal fluorescente emitido por moléculas específicas (fluoróforos), 

quando estas interagem com o DNA ao longo de cada ciclo da reação. 

 O fluoróforo mais comumente utilizado nas práticas de PCRq é o reagente SYBR 

Green que emite fluorescência após interagir fisicamente com a dupla-fita de DNA ao longo 

do processo de amplificação. 

A PCR quantitativa (PCRq) foi otimizada para cada par de oligonucleotídeos a fim de 

avaliar a expressão gênica de cada subunidade de CHRNs. Foi utilizado o sistema Rotor-Gene 

Q (Qiagen) e o reagente QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen). O gene GAPDH foi 

utilizado como gene - referência. 

 As sequências dos oligonucleotídeos específicos para cada gene encontram-se no 

Quadro 1.   

 

Quadro 1: Sequências de oligonucleotídeos utilizadas para amplificação dos genes das 

subunidades de CHRNs e o GAPDH (gene - referência) 

 

  

As reações de PCRq foram realizadas em duplicata e dois controles negativos. A 

PCRq foi realizada em um rotor de 72 poços e em cada reação, foram adicionados o tampão 

QuantiFast SYBR Green (Qiagen), os oligonucleotídeos específicos, cDNA e água deionizada 

autoclavada para cada subunidade avaliada e para o gene-referência, conforme descrição na 

Quadro 2. 

 

 

Genes das Subunidades de CHRNs 

Gene - Referência 

Sequências dos oligonucleotídeos específicos para cada gene 

CHRNA1 
Senso: 5’ – ACCAGGAGTCTAACAATGCG-3’ 

Anti-Senso: 5’ – ACAAGCATGAAGACTCCGAG-3’ 

CHRNA3 
Senso: 5’-AACCTGTGGCTCAAGCAAATCT-3’ 

Anti-Senso: 5’– CATGAACTCTGCCCCACCAT-3’ 

CHRNA4 
Senso: 5’- ACACAGACTTCTCGGTGAAG-3’ 

Anti-Senso: 5’– CAGCAGGCAGACGATGATGA-3’ 

CHRNA5 
Senso: 5’-AGATGGAACCCTGATGACTATGGT-3’ 

Anti-Senso: 5’-AAACGTCCATCTGCATTATCAAAC-3’ 

CHRNA7 
Senso: 5’-GCTGCTCGTGGCTGAGATC-3’ 

Anti-Senso: 5’-TGGCGAAGTACTGGGCTATCA-3’ 

CHRNA9 
Senso: 5’ – GATGGCCTAGACTCCATCAG-3’ 

Anti-Senso: 5’- CTGAAGATTCATCATCAGCCTTG-3’ 

CHRNA10 
Senso: 5’ – CTACTCCCTGCAGAGTGCCTG-3’ 

Anti-Senso: 5’- TCTGGTCTGTGTCTGCCACAG-3’ 

CHRNB4 
Senso: 5’-TCACAGCTCATCTCCATCAAGCT-3’ 

Anti-Senso: 5’-CCTGTTTCAGCCAGACATTGGT-3’ 

GAPDH 
Senso: 5’- CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA-3’ 

Anti-Senso: 5’-AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT- 3’ 
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Quadro 2: Volume de cada componente do mix para realização da PCRq para expressão de 

cada subunidade de CHRNs avaliada e do gene-referência, GAPDH 

 

Subunidades e 

Gene-Referência 

Tampão 

QuantiFast SYBR 

Green (Qiagen) 

Oligonucleotídeos 

Específicos 
cDNA 

Água deionizada 

autoclavada 

α3, α4, α5, α7, β4 7,5 µL 0,4 µL a 25 µM 1 µL diluído 1:10 

Volume para 

completar o volume 

final de 15 µL 

GAPDH 7,5 µL 0,4 µL a 10 µM 1 µL diluído 1:10 

Volume para 

completar o volume 

final de 15 µL 

α1 e α9 5 µL 0,5 µL a 10 µM 1 µL diluído 1:10 

Volume para 

completar o volume 

final de 10 µL 

α10  5 µL 0,3 µL a 10 µM 1 µL diluído 1:10 

Volume para 

completar o volume 

final de 10 µL 

 

 E as condições da reação de amplificação para cada subunidade de CHRNs e para o 

gene-referência estão descritas no Quadro 3. 

 

Quadro 3:  Condições da reação de amplificação para CHRNs e para GAPDH 

  

Após a amplificação dos produtos, é realizada a análise da curva de dissociação gerada 

pelo software do termociclador. Essa curva é importante para verificar se os produtos 

observados na PCRq são específicos para os oligonucleotídeos analisados, para verificar se há 

Subunidades e 

Gene-Referência 

Pré-

Desnaturação 

Desnaturação  

(40 ciclos) 

Anelamento 

(40 ciclos) 

Extensão 

(40 ciclos) 

Curva de 

Dissociação 

α3, α4, α5, α7, α10, 

β4 e GAPDH 

5 minutos a 

95°C 

5 segundos a 

95°C 

Etapas de 

anelamento e 

extensão 

integradas  

10 segundos a 

60°C 
65°C - 95°C 

α1 
5 minutos a 

95°C 

5 segundos a 

95°C 

10 segundos a 

58,1°C 

10 segundos a 

60°C 
65°C - 95°C 

α9 
5 minutos a 

95°C 

5 segundos a 

95°C 

5 segundos a 

62°C 

5 segundos a 

60°C 
65°C - 95°C 
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formação de estruturas secundárias entre os oligonucleotídeos e contaminação da reação 

(controle negativo amplificando). Um gráfico representativo da curva de dissociação está 

representado na Figura 12. 

 

Figura 12: Curva de dissociação da PCRq para o gene da subunidade CHRNA7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: Esta curva tem como base a captura da fluorescência à medida que aumenta a temperatura. Com o 

aumento da temperatura os produtos dupla fita vão se dissociando e com isso a emissão de fluorescência 

vai diminuindo. Assim, é possível verificar se o produto é específico ou não. Nesse caso, o produto é 

específico, não há formação de estruturas secundárias de oligonucleotídeos e nem contaminação da 

reação. 

  

 

 Após a reação, foi feita a quantificação relativa do RNAm de cada gene, utilizando o 

GAPDH como controle interno, através do método de CT. Durante a reação de amplificação, 

é gerado um gráfico em que o eixo Y representa o sinal de fluorescência captado e o eixo X, o 

número de ciclos da reação. No primeiro ciclo da reação de PCR, há pouca emissão de 

fluorescência. É justamente isso que define a linha de base do gráfico de amplificação. Ao 

decorrer da reação, há um aumento do sinal de fluorescência, indicando um acúmulo de 

produto de PCR. Esse acúmulo de produto de PCR é representado através de uma curva 

exponencial. Durante a fase exponencial, é determinado um limiar de detecção de 

fluorescência fixo acima da linha de base (threshold). A partir desse limiar, é obtido o 

parâmetro CT (ciclo de threshold), definido como o número de ciclos, inteiro ou não, em que a 

fluorescência ultrapassou o limiar previamente estabelecido (Figura 13). Como o experimento 

era feito sempre em duplicata, foi calculada a média dos CTs tanto para o gene alvo (no caso 

os genes das subunidades de CHRNs) como para o gene - referência (GAPDH). A diferença 

entre as médias dos CTs (∆CT) de cada gene de interesse e a do GAPDH foi calculada pelo 

programa Microsoft Excel e o valor de quantificação relativa foi expresso pela fórmula 2-∆CT, 

também calculado pelo programa Microsoft Excel. 



51 

 

 

Figura 13: Gráfico de detecção de fluorescência de PCR em tempo real 

 

 

Para o estabelecimento do limiar de detecção, foi feita uma curva padrão de expressão 

para cada gene das subunidades de CHRNs e do gene – referência, utilizando uma diluição 

seriada de cDNA de um controle positivo da reação (Figura 14). Foi utilizada como controle 

positivo a linhagem celular A549, linhagem derivada de adenocarcinoma de pulmão para a 

expressão das subunidades α3, α5, α7, β4; a linhagem celular TE-1, linhagem celular derivada 

de carcinoma epidermóide de esôfago, para expressão da subunidade α4; e a linhagem U-251, 

linhagem derivada de glioblastoma, para expressão das subunidades  α1, α9 e α10. 
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Figura 14: Curva padrão de expressão do gene da subunidade CHRNA7 utilizando diluição 

seriada de cDNA da linhagem celular A549 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5 Experimentos in vitro 

 

 

2.5.1 Linhagens Celulares 

 

 

Foram utilizadas como controle positivo da expressão de CHRNs as linhagens 

A549, linhagem celular derivada de adenocarcinoma de pulmão (para a expressão das 

subunidades α3, α5, α7, β4), TE-1, linhagem celular derivada de carcinoma epidermóide de 

esôfago (para expressão da subunidade α4) e U-251, linhagem celular derivada de 

glioblastoma (para expressão das subunidades α1, α9 e α10). A linhagem A549 foi cultivada 

em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% do coquetel de 

penicilina/glutamina/estreptomicina (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD, EUA), e foi mantida 

em estufa à 37º C sob 5% de CO2.  

 Já as células de glioblastoma U-251 foram cultivadas com meio de cultura 

DMEM/F12 (Dubelcco’s Modified Eagle Medium com a adição de nutriente F-12) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e com as mesmas condições da linhagem 

A549. A linhagem TE-1 foi utilizada tanto como controle positivo da expressão da 

subunidade α4 quanto para o tratamento com nicotina ou etanol. O seu cultivo foi realizado 

conforme descrito a seguir. 

Neste estudo, foram utilizadas as linhagens celulares provenientes de carcinoma 

epidermóide de esôfago, TE-1 e TE-11 para realizar os tratamentos com nicotina ou etanol. 
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As características das linhagens estão listadas na Tabela 4. As linhagens celulares foram 

periodicamente testadas com MycoAlertMycoplasma Detection Kit (Cambrex Bio Science, 

EUA) para a certificação de ausência de infecção por micoplasma. A linhagem TE-1 foi 

cultivada em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de 

glutamina e 1% do coquetel de penicilina/estreptomicina (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD, 

EUA), e foi mantida em estufa à 37º C sob 5% de CO2. Já a linhagem TE-11 foi cultivada em 

meio DMEM com os mesmos suplementos e as mesmas condições da linhagem TE-1.  

 

Tabela 4: Características das linhagens TE-1 e TE-11 e a capacidade tumorigênica em 

camundongos 

 

 

 

 

 

Legenda: M – sexo masculino; CEE – carcinoma epidermóide de esôfago.  

Fonte: Igaki, et al., 1994; Barnas, et al., 1997.  

 

 

2.5.2 Tratamentos com Nicotina ou Etanol 

 

 

 Após o tempo de cultivo celular através de repiques, as linhagens foram plaqueadas da 

seguinte forma: 

 - Retirada do meio correspondente em cada linhagem; 

 - Lavagem com PBS e remoção do mesmo; 

 - Foi adicionada solução de 0,25% de tripsina, com EDTA e subsequente incubação 

durante 5 min, à 37ºC, 5% CO2 para soltar as células aderidas; 

 - Foi adicionado o meio para inibir a tripsina (o meio contém SFB capaz de inibir a 

tripsina); 

 - Contagem das células na câmara de Neubauer através do método do azul de tripan 

(diluição do corante na proporção de 1:1 com a suspensão celular); 

 - Plaqueamento: 2x105 células /poço. Incubação por 24h; 
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 - Tratamento com nicotina (Sigma): Após 24h, as linhagens celulares eram tratadas 

com 1,5 mL da solução meio + nicotina diluída em etanol nas doses de 1 µM, 10 µM e 100 

µM. No controle, 1,5 mL da solução meio + etanol (mesmo volume de etanol da solução de 

nicotina). Em seguida, foram incubadas por 72h na estufa a 37°C sob 5% de CO2; 

 - Tratamento com etanol: Após 24h do plaqueamento, as linhagens celulares eram 

tratadas com 1 mL da solução meio + etanol nas doses de 50 mM (0,2%), 100 mM (0,4%) e 

200 mM (0,8%). O controle só continha o respectivo meio das linhagens celulares. Em 

seguida, foram incubadas por 96h na estufa a 37°C sob 5% de CO2. Os meios desse 

tratamento foram trocados diariamente e as placas eram vedadas com parafilme para evitar a 

evaporação do etanol. 

 As doses e tempos foram escolhidos com base em artigos da literatura científica 

(Lam, et al, 2007, Shi, et al., 2012; Dohrman e Reiter, 2003; Gorbounova, et al., 1998). A 

concentração de 100 µM de nicotina é equivalente à concentração na saliva de um indivíduo 

que fuma 25 cigarros/dia (Cheng e Tsai,1999). Já as doses escolhidas para o álcool refletem 

os níveis dentro de intervalos atingíveis por alcoólatras crônicos (Adachi, et al., 1991). Foram 

feitos três experimentos independentes e triplicata de cada dose e do controle. 

 Após o tempo determinado para cada tratamento, as células eram retiradas de cultura 

da seguinte maneira: 

               - Retirada do meio em cada poço das placas; 

 - Lavagem com PBS e remoção do mesmo; 

 - Foi adicionada solução de 0,25% de tripsina, com EDTA e subsequente incubação 

durante 5 min, à 37ºC, 5% CO2 para soltar as células aderidas; 

 - Adicionou-se meio de cultura para inibir a tripsina (o meio contém SFB capaz de 

inibir a tripsina); 

 - Transferência da solução contendo as células para tubos de microcentrífuga de 1,5 

mL e subsequente centrifugação por 5 minutos a 10000 rpm; 

 - Descarte do sobrenadante e armazenamento do precipitado em freezer -80ºC para 

posterior extração de RNA. 

 

  

 

 

 



55 

 

 

2.5.3 Contagem e Viabilidade Celular 

 

 

 As linhagens celulares foram contadas tanto para o plaqueamento e posterior 

tratamento quanto para avaliar a viabilidade celular. A contagem foi feita com auxílio da 

câmara de Neubauer através do método do azul de tripan: 

 - Foi pipetada solução contendo azul de tripan e suspensão celular (diluição do corante 

na proporção de 1:1 com a suspensão celular) na câmara de Neubauer contendo lamínula; 

 - O número de células foi determinado pela contagem das mesmas em cada quadrante 

da câmara de Neubauer e os valores encontrados foram somados e divididos pelo número de 

quadrantes. Em seguida, este valor foi multiplicado pelo fator de diluição 2x104 para se obter 

o número de células/mL; 

 - Para o plaqueamento: 2x105 células foram utilizadas; 

 - Após a marcação com azul de tripan, as células vivas de membrana intacta não se 

coram, pois o corante não atravessa a membrana e assim não é incorporado. Já nas células não 

viáveis, esse corante atravessa a membrana e é incorporado nessas células. Isso é observado 

no microscópio. Assim era obtido o número de células viáveis. 

 

 

2.6 Extração de RNA das linhagens celulares  

 

 

O precipitado de células foi extraído utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen) 

seguindo o protocolo do fabricante, conforme descrito anteriormente no item 2.2.1. 

 

 

2.7 Tratamento com DNase I das linhagens celulares 

 

 

O tratamento com DNase I  (Sigma) tem como objetivo evitar contaminação com 

DNA genômico nas soluções de RNA. Em um microtubo foram adicionados 1 µg de RNA 

total e volume de água de injeção para completar o volume de 8 µL. Depois, foram 

acrescentados 1 µL de tampão da reação (10X) fornecido pelo fabricante (Sigma) e 1 µL da 

enzima DNase I, Amplification Grade (1unidade/µL). Em seguida, as reações foram 
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homogenizadas e incubadas por 15 min à temperatura ambiente. Posteriormente, foi 

adicionado 1 µL de Stop Solution para ligar íons Ca+2 e Mg+2 e inativar a enzima. 

Aquecimento por 10 min a 70°C. Depois, o RNA livre de DNA foi armazenado à -80°C. 

 

 

2.8 Síntese de cDNA (RT) das linhagens celulares 

 

 

 A síntese de cDNA foi feita através da reação de transcrição reversa (RT), na qual o 

RNA total extraído foi incubado com a enzima transcriptase reversa SuperScript II® 

(Invitrogen), seguindo o  mesmo protocolo descrito anteriormente para a reação de transcrição 

reversa (RT) a partir das biópsias. Foi utilizado um input de RNA tratado com DNase I de 800 

ng. Em seguida, foram feitas as reações de PCRq conforme já descritas no item 2.4. 

 

 

2.9 Análises Estatísticas 

 

 

 Toda análise estatística foi feita utilizando o software GraphPad Prism versão 5.0. O 

valor de p foi considerado estatisticamente significativo quando <0,05. 

 Para averiguar se os dados obedeciam a uma distribuição normal, utilizou-se o teste 

Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, na análise de diferença de expressão entre amostras de 

tumores e de tecidos adjacentes pareados com dados paramétricos, foi aplicado o teste t. Se os 

dados não fossem paramétricos foi utilizado o Wilcoxon matched pairs test. Já na análise de 

diferença de expressão entre amostras não pareadas utilizou-se teste t não pareado quando os 

dados foram paramétricos ou o teste de Mann-Whitney para dados não paramétricos.  

 O Teste One-Way ANOVA foi usado quando mais de dois grupos eram avaliados. 

Para os dados paramétricos foi utilizado o Teste One-Way analysis of variance e o pós-teste 

de Tukey. Já para os dados não paramétricos foi aplicado o Teste de Kruskal Wallis e o pós-

teste de Dunn. 

 As correlações entre a expressão dos genes nas diferentes amostras foi realizada 

utilizando o teste de correlação de Pearson, quando os dados apresentaram-se paramétricos ou 

correlação de Spearman, quando os dados não foram paramétricos. A análise de correlação da 
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sobrevida dos pacientes com os valores de expressão dos genes selecionados foi realizada 

utilizando a curva de Kaplan-Meier.  

 Além disso, foi realizada a curva ROC para avaliar a sensibilidade e especificidade da 

expressão de genes selecionados em distinguir amostras tumorais das amostras de tecido 

normal adjacente em pacientes com CEE. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Análise de expressão de CHRNs nas amostras de esôfago de indivíduos saudáveis 

 

 

3.1.1 Caracterização dos indivíduos saudáveis 

  

 

 Os indivíduos saudáveis foram caracterizados segundo os seguintes critérios: gênero, 

hábito de fumar e hábito de ingerir bebidas alcoólicas (Tabela 5). De acordo com os dados, a 

maioria dos indivíduos foi do sexo feminino (70,5% dos casos), era não tabagista (61,4% dos 

casos) e não etilista (45,4% dos casos) e a média de idade foi 53,84 anos + 17,49. A média do 

tempo desde o abandono do hábito de fumar foi de 20,44 anos + 15,09 e da duração do hábito 

foi de 33,25 anos + 14,14 entre os tabagistas ativos e 29,11 anos + 20,91 entre os ex-

tabagistas. Já o tempo desde o abandono do hábito de ingerir bebidas alcóolicas foi de 21 

anos, 2 anos, 4 anos e não pôde ser determinado para dois indivíduos. 
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Tabela 5: Caracterização dos indivíduos saudáveis incluídos nesse estudo de acordo com 

gênero, tabagismo e etilismo 

Número total de indivíduos 44 

Critérios Avaliados  Números de Indivíduos (%) 

Idade  53,84 anos + 17,49 

Gênero  

Masculino  13 (29,5%) 

Feminino 31 (70,5%) 

Tabagismo  

Não tabagista 27 (61,4%) 

Tabagista ativo 8 (18,2%) 

Ex-tabagista 9 (20,4%) 

Média do tempo que parou de fumar 20,44 anos + 15,09 

Média da duração do fumo 33,25 anos + 14,14 (tabagistas ativos) 

 29,11 anos + 20,91 (ex-tabagistas) 

Etilismo  

Não etilista 20 (45,4%) 

Etilista ativo 19 (43,2%) 

Ex-etilista 5 (11,4%) 

Duração do hábito Sem informação 

Tempo que parou de beber 

 

 

 

 

 

 

 

21 anos, 2 anos, 4 anos e 2 não determinados 

 

 

3.1.2 Análise da expressão das subunidades de CHRNs em indivíduos saudáveis 

 

 

 Em seguida, a expressão gênica das subunidades α1, α3, α4, α5, α7, α9, α10 e β4 foi 

analisada com a finalidade de determinar qual (is) subunidade (s) é (são) expressa (s) no 

epitélio esofágico de indivíduos saudáveis.  

As subunidades α1, α4, α9 e α10 mostraram baixa ou nenhuma expressão nas amostras 

de esôfago saudável analisadas, independente do terço, apresentando replicatas de uma 

mesma amostra com valores de CT muito distantes entre si ou amostras sem amplificação. 

Assim, sugere-se, através da técnica utilizada, que essas subunidades são pouco ou não são 

expressas no epitélio esofágico saudável. Os valores de CT e as curvas de dissociação das 

amostras para essas subunidades estão demonstradas a seguir (Figuras 15, 16, 17 e 18). 
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Figura 15: Curvas de dissociação da curva-padrão e das amostras para a expressão da 

subunidade α1 e os valores de CT encontrados para as amostras de esôfago saudável dos três 

terços e do controle positivo, a linhagem U-251.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Curva de dissociação da curva-padrão para expressão da subunidade α1, utilizando a linhagem U-

251; (B) curva de dissociação das amostras analisadas para a expressão da subunidade α1; (C) Valores 

de CT encontrados para as amostras de esôfago saudável dos três terços e do controle positivo, a 

linhagem U-251.- sem amplificação; S – terço superior; M – terço médio; I – terço inferior. 

 

Figura 16: Curvas de dissociação da curva-padrão e das amostras para a expressão da 

subunidade α4 e os valores de CT encontrados para as amostras de esôfago saudável dos três 

terços e do controle positivo, a linhagem TE-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: (A) Curva de dissociação da curva-padrão para expressão da subunidade α4, utilizando a linhagem TE-

1; (B) curva de dissociação das amostras analisadas para a expressão da subunidade α4; (C) Valores 

de CT encontrados para as amostras de esôfago saudável dos três terços e do controle positivo, a 

linhagem TE-1.- sem amplificação; S – terço superior; M – terço médio; I – terço inferior. Círculo em 

vermelho – pico dos produtos amplificados específicos. 
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Figura 17: Curvas de dissociação da curva-padrão e das amostras para a expressão da 

subunidade α9 e os valores de CT encontrados para as amostras de esôfago saudável dos três 

terços e do controle positivo, a linhagem U-251 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Curva de dissociação da curva-padrão para expressão da subunidade α9, utilizando a linhagem U-

251; (B) curva de dissociação das amostras analisadas para a expressão da subunidade α9; (C) Valores 

de CT encontrados para as amostras de esôfago saudável dos três terços e do controle positivo, a 

linhagem U-251.- sem amplificação; S – terço superior; M – terço médio; I – terço inferior. 

 

Figura 18: Curvas de dissociação da curva-padrão e das amostras para a expressão da 

subunidade α10 e os valores de CT encontrados para as amostras de esôfago saudável dos três 

terços e do controle positivo, a linhagem U-251. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Curva de dissociação da curva-padrão para expressão da subunidade α10, utilizando a linhagem U-

251; (B) curva de dissociação das amostras analisadas para a expressão da subunidade α10; (C) 

Valores de CT encontrados para as amostras de esôfago saudável dos três terços e do controle positivo, 

a linhagem U-251.- sem amplificação; S – terço superior; M – terço médio; I – terço inferior. Círculo 

em vermelho – pico dos produtos amplificados específicos. 
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Por outro lado, identificamos a expressão das subunidades α3, α5, α7 e β4 em todas as 

amostras de esôfago analisadas. O número total de amostras foi de 38, 36, 42 e 32 para análise 

da expressão de CHRNA3, CHRNA5, CHRNA7 e CHRNB4, respectivamente. Não foi possível 

incluir o mesmo número de amostras na análise da expressão de todas as subunidades devido 

à escassez das mesmas.  

As análises para essas subunidades expressas no esôfago foram realizadas de acordo 

com os critérios: terços (superior, médio e inferior), idade, gênero, tabagismo, etilismo e 

tabagismo e etilismo associados.  

 

 

 Subunidade α3: 

 

 

As análises de expressão gênica da subunidade α3 demonstraram que o esôfago 

humano expressa essa subunidade de maneira uniforme entre os terços avaliados (Figura 19). 

Em seguida, foi avaliada a associação entre a idade dos indivíduos saudáveis e a expressão 

desse gene nos diferentes terços, não sendo encontrada associação significativa (Tabela 6). 

Além disso, o gênero pareceu não influenciar na expressão desse receptor independentemente 

do terço analisado (Figura 20A). De maneira semelhante, o hábito de fumar desses indivíduos 

não apresentou correlação com a expressão dessa subunidade (Figura 20B). Curiosamente, o 

consumo de bebidas alcoólicas foi capaz de afetar a expressão desse receptor, ou seja, 

indivíduos etilistas apresentaram uma redução significativa da expressão da subunidade α3 

em relação aos indivíduos não etilistas, no terço inferior do esôfago saudável (Figura 20C). 

Porém, esses dois fatores de risco quando avaliados em conjunto, não apresentaram 

correlação com a expressão gênica desse receptor (Figura 20D).  
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Figura 19: Comparação da expressão de CHRNA3 entre os três terços de esôfago saudável.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 6: Associação entre a expressão de CHRNA3 com a idade nos três terços avaliados 

 

 
 Nota: Valor da mediana de expressão da subunidade α3 para o terço superior: 1,56E-05; Valor da mediana de 

expressão da subunidade α3 para o terço médio: 1,78E-05; Valor da mediana de expressão da subunidade 

α3 para o terço inferior: 1,72E-05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Critério 
Terços do Esôfago 

Saudável 

Mediana de expressão 

de CHRNA3 

CHRNA3 

Mediana de idade 

(mínimo-máximo) 

Valor de p 

Idade 

(variável contínua) 

Superior 
> Mediana 

≤ Mediana 

65 anos (20-85) 
p= 0,1235 

54 anos (23-74) 

Médio 
> Mediana 

≤ Mediana 

64 anos (31-85) 
p= 0,0563 

54 anos (20-84) 

Inferior 
> Mediana  

≤ Mediana 

62,50 anos (20-85) 
p= 0,2547 

53,50 anos (23-84) 
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Figura 20: Comparação de expressão de CHRNA3 de acordo com o gênero, tabagismo, 

etilismo e os dois fatores de risco associados nos três terços de esôfago saudável.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A- Comparação de expressão de CHRNA3 entre indivíduos do sexo masculino e feminino no terço 

superior; no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. B - Comparação de expressão de 

CHRNA3 entre indivíduos não tabagistas e tabagistas no terço superior; no terço médio e no terço 

inferior de esôfago saudável. C - Comparação de expressão de CHRNA3 entre indivíduos não etilistas 

e etilistas no terço superior; no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. D - Comparação 

de expressão de CHRNA3 entre indivíduos não tabagistas e não etilistas com indivíduos tabagistas e 

etilistas no terço superior; no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. *p estatisticamente 

significativo. 
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 Subunidade α5: 

 

 

As análises para a subunidade α5 demonstraram que não houve diferença de expressão 

entre os terços avaliados (Figura 21) e não há associação entre a idade e a expressão desse 

gene nesses terços (Tabela 7). Além disso, o gênero pareceu não influenciar na expressão 

desse receptor independentemente do terço analisado (Figura 22A). De maneira semelhante, 

os hábitos de fumar e de ingerir bebidas alcoólicas (isolados e associados) não apresentaram 

correlação com a expressão dessa subunidade nos indivíduos saudáveis (Figuras 22B-D).  

 

Figura 21: Comparação da expressão de CHRNA5 entre os três terços de esôfago saudável.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 7: Associação entre a expressão de CHRNA5 com a idade nos três terços avaliados. 

 

 
Nota: Valor da mediana de expressão da subunidade α5 para o terço superior: 8,43E-05; Valor da mediana de 

expressão da subunidade α5 para o terço médio: 8,48E-05; Valor da mediana de expressão da subunidade 

α5 para o terço inferior: 8,91E-05.  

 

 

 

 

 

Critério 
Terços do Esôfago 

Saudável 

Mediana de expressão 

de CHRNA5 

CHRNA5 

Mediana de idade 

(mínimo-máximo) 

Valor de p 

Idade 

(variável 

contínua) 

Superior 
> Mediana 

≤ Mediana 

56,50 anos (22-81) 
p= 0,8925 

55,50 anos (20-84) 

Médio 
> Mediana 

≤ Mediana 

52,50 anos (22-81) 
p= 0,4496 

59 anos (20-84) 

Inferior 
> Mediana  

≤ Mediana 

47 anos (20-81) 
p= 0,1255 

59 anos (23-84) 
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Figura 22: Comparação de expressão de CHRNA5 de acordo com o gênero, tabagismo, 

etilismo e os dois fatores de risco associados nos três terços de esôfago saudável.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A- Comparação de expressão de CHRNA5 entre indivíduos do sexo masculino e feminino no terço 

superior; no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. B - Comparação de expressão de 

CHRNA5 entre indivíduos não tabagistas e tabagistas no terço superior, no terço médio e no terço 

inferior de esôfago saudável. C - Comparação de expressão de CHRNA5 entre indivíduos não etilistas 

e etilistas no terço superior, no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. D - Comparação 

de expressão de CHRNA5 entre indivíduos não tabagistas e não etilistas com indivíduos tabagistas e 

etilistas no terço superior, no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. 
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 Subunidade α7: 

 

 

As análises para a subunidade α7 demonstraram que o esôfago humano expressa esse 

gene homogeneamente entre os terços (Figura 23). A idade dos indivíduos bem como o 

gênero não influenciaram na expressão desse receptor em nenhum dos terços analisados 

(Tabela 8 e Figura 24A, respectivamente). Por outro lado, o tabagismo foi capaz de alterar a 

expressão desse gene, sendo que indivíduos tabagistas apresentaram uma expressão 

significativamente menor desse receptor do que indivíduos não tabagistas no terço superior do 

esôfago saudável (Figura 24B). Já o etilismo e os dois fatores de risco associados não foram 

capazes de afetar a expressão da subunidade α7 (Figura 24C-D).  

 

Figura 23: Comparação da expressão de CHRNA7 entre os três terços de esôfago saudável  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 8: Associação entre a expressão de CHRNA7 com a idade nos três terços avaliados 

 

 
Nota: Valor da mediana de expressão da subunidade α7 para o terço superior: 1,02E-05; Valor da mediana de 

expressão da subunidade α7 para o terço médio: 1,35E-05; Valor da mediana de expressão da subunidade 

α7 para o terço inferior: 1,26E-05.  

 

 

 

 

Critério 
Terços do Esôfago 

Saudável 

Mediana de expressão 

de CHRNA7 

CHRNA7 

Mediana de idade 

(mínimo-máximo) 

Valor de p 

Idade 

(variável 

contínua) 

Superior 
> Mediana 

≤ Mediana 

54 anos (18-85) 
p= 0,1990 

59 anos (35-81) 

Médio 
> Mediana 

≤ Mediana 

57 anos (18-74) 
p= 0,4059 

62 anos (20-85) 

Inferior 
> Mediana  

≤ Mediana 

59 anos (18-85) 
p= 0,3962 

49 anos (23-84) 
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Figura 24: Comparação de expressão de CHRNA7 de acordo com o gênero, tabagismo, 

etilismo e os dois fatores de risco associados nos três terços de esôfago saudável. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A- Comparação de expressão de CHRNA7 entre indivíduos do sexo masculino e feminino no terço 

superior; no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. B - Comparação de expressão de 

CHRNA7 entre indivíduos não tabagistas e tabagistas no terço superior; no terço médio e no terço 

inferior de esôfago saudável. C - Comparação de expressão de CHRNA7 entre indivíduos não etilistas 

e etilistas no terço superior; no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. D - Comparação 

de expressão de CHRNA7 entre indivíduos não tabagistas e não etilistas com indivíduos tabagistas e 

etilistas no terço superior; no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. **p estatisticamente 

significativo. 
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 Subunidade β4: 

 

 

Assim como as demais subunidades, as análises para a subunidade β4 demonstraram 

que o esôfago humano expressa esse gene uniformemente entre os terços (Figura 25). Foi 

possível observar uma associação entre a idade e a expressão desse gene no terço superior, em 

que indivíduos com maior idade apresentaram menor expressão dessa subunidade. Já no terço 

inferior, foi observado o inverso, indivíduos com maior idade apresentaram uma maior 

expressão desta subunidade (Tabela 9). Além disso, o gênero pareceu não influenciar na 

expressão desse receptor em nenhum dos terços analisados (Figura 26A). De forma 

semelhante, os status de tabagismo e etilismo (isolados ou associados) dos indivíduos não 

apresentaram correlação com a expressão desse receptor (Figura 26B-D). 

 

Figura 25: Comparação da expressão de CHRNB4 entre os três terços de esôfago saudável.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 9: Associação entre a expressão de CHRNB4 com a idade nos três terços avaliados. 

 

 

Legenda: *p estatisticamente significativo.  

Nota: Valor da mediana de expressão da subunidade β4 para o terço superior: 9,03E-06; Valor da mediana de 

expressão da subunidade β4 para o terço médio: 1,08E-05; Valor da mediana de expressão da subunidade 

β4 para o terço inferior: 1,17E-05.  
 

 

 

Critério 
Terços do Esôfago 

Saudável 

Mediana de expressão 

de CHRNB4 

CHRNB4 

Mediana de idade 

(mínimo-máximo) 

Valor de p 

Idade 

(variável 

contínua) 

Superior 
> Mediana 

≤ Mediana 

48,50 anos (20-74) 
*p= 0,0433 

61,50 anos (31-84) 

Médio 
> Mediana 

≤ Mediana 

56,50 anos (31-74) 
  p= 0,9679 

58 anos (20-84) 

Inferior 
> Mediana  

≤ Mediana 

63,50 anos (40-81) 
*p= 0,0131 

48,50 anos (20-84) 
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Figura 26: Comparação de expressão de CHRNB4 de acordo com o gênero, tabagismo, 

etilismo e os dois fatores de risco associados nos três terços de esôfago saudável. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A- Comparação de expressão de CHRNB4 entre indivíduos do sexo masculino e feminino no terço 

superior; no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. B - Comparação de expressão de 

CHRNB4 entre indivíduos não tabagistas e tabagistas no terço superior; no terço médio e no terço 

inferior de esôfago saudável. C - Comparação de expressão de CHRNB4 entre indivíduos não etilistas 

e etilistas no terço superior; no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável. D - Comparação 

de expressão de CHRNB4 entre indivíduos não tabagistas e não etilistas com indivíduos tabagistas e 

etilistas no terço superior; no terço médio e no terço inferior de esôfago saudável.  
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Por fim, buscando uma possível associação entre a expressão gênica das diferentes 

subunidades dos CHRNs, foi realizada uma análise de correlação. Foram observadas 

associações positivas entre as subunidades α7 e β4 no terço superior (Tabela 10),  entre as 

subunidades α3 e β4 nos três terços (Tabelas 10, 11 e 12), e as subunidades α3 e α7 no terço 

inferior (Tabela 12). 

 

Tabela 10: Matriz de correlação entre a expressão gênica de CHRNs no terço superior de 

esôfago saudável. 
 

 

 

 

 

Legenda: Em negrito, os valores de p estatisticamente significativo.  

 

 

Tabela 11: Matriz de correlação entre a expressão gênica de CHRNs no terço médio de 

esôfago saudável. 
 

 

 

 

 

Legenda: Em negrito, os valores de p estatisticamente significativo.  

 

 

Tabela 12: Matriz de correlação entre a expressão gênica de CHRNs no terço inferior de 

esôfago saudável. 
 
  

 
 

 

 

Legenda: Em negrito, os valores de p estatisticamente significativo.  
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Por fim, é importante ressaltar que as subunidades, α2, α6, β2 e β3 não foram 

analisadas devido à falta de um controle positivo para a realização da curva-padrão. O Quadro 

4 sumariza os resultados de expressão das subunidades de CHRNs anlisadas nas amostras de 

esôfago de indivíduos saudáveis. 

 

Quadro 4: Resultados da expressão de CHRNs nas amostras de esôfago de indivíduos 

saudáveis 

 

Legenda: - sem controle positivo, conseqüentemente, sem análise de expressão. ↑- maior expressão da 

subunidade; ↓ - menor expressão da subunidade. 

       

 

Subunidade Controle Positivo 
Expressão no 

esôfago saudável 

Correlação de 

expressão com a 

idade 

Correlação de 

expressão entre as 

subunidades 

CHRNA1 
U-251  

58,1°C 
Sem/Baixa expressão Não foi avaliado Não foi avaliado 

CHRNA2 - - - - 

CHRNA3 
A549  

60°C 
↓ Etilista 

terço inferior 
Sem correlação 

Correlação com 

CHRNA7 

terço inferior 

 

Correlação com 

CHRNB4 

nos três terços 

CHRNA4 
TE-1  

60°C 
Sem/Baixa expressão Não foi avaliado Não foi avaliado 

CHRNA5 
A549  

60°C 

Sem diferença de 

expressão 
Sem correlação Sem correlação 

CHRNA6 - - - - 

CHRNA7 
A549  

60°C 
↓ Tabagista 

      terço superior 
Sem correlação 

Correlação com 

CHRNA3 

terço inferior 

 

Correlação com 

CHRNB4 

terço superior 

CHRNA9 
U-251  

62°C 
Sem expressão Não foi avaliado Não foi avaliado 

CHRNA10 
U-251  

60°C 
Sem/Baixa expressão Não foi avaliado Não foi avaliado 

CHRNB2 - - - - 

CHRNB3 - - - - 

CHRNB4 
A549  

60°C 

Sem diferença de 

expressão 

↓ Maior idade 

     terço superior 

 

↑ Maior idade 

    terço inferior 

Correlação com 

CHRNA7 

terço superior 

 

Correlação com 

CHRNA3 

nos três terços 
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3.2 Análise de expressão de CHRNs nas amostras de esôfago de pacientes com CEE 

 

 

3.2.1 Caracterização dos pacientes com CEE incluídos no estudo 

 

 

As características clínico-patológicas dos pacientes que fizeram parte deste estudo 

estão demonstradas na tabela 13.  De acordo com os dados, a maioria dos indivíduos foi do 

sexo masculino (73,7%) e a média de idade foi de 61,95 anos + 9,015. Os indivíduos eram em 

sua maioria tabagistas ativos (52,6% dos casos) e etilistas ativos (52,6% dos casos). Somente 

3 indivíduos não foram a óbito (15,8% dos casos). O principal sítio acometido foi o terço 

médio, com 9 indivíduos (47,3%); quanto ao grau de diferenciação, o  mais frequente foi o 

moderadamente diferenciado (68,4% dos casos) e em relação ao estadiamento, os estádios 3 e 

4 representaram 57,9 % dos casos.  
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Tabela 13: Características clínico-patológicas dos pacientes com CEE incluídos nesse estudo.  

 

 

 

3.2.2 Análise da expressão das subunidades de CHRNs 

 

 

 Após a caraterização dos pacientes com CEE, foram selecionadas para análises 

posteriores as subunidades α3, α5, α7 e β4 por serem aquelas expressas nas amostras de 

esôfago de indivíduos saudáveis. O número total de pares de amostras foi de 10, 19, 19 e 10 

para análise da expressão de CHRNA3, CHRNA5, CHRNA7 e CHRNB4, respectivamente. Não 

Número total de indivíduos 19 

Critérios Avaliados  Números de Indivíduos (%) 

Idade  61,95 anos + 9,015 

Gênero  

Masculino  14 (73,7%) 

Feminino 5 (26,3%) 

Tabagismo  

Não tabagista 1 (5,3%) 

Tabagista ativo 10 (52,6%) 

Ex-tabagista 8 (42,1%) 

Etilismo  

Não etilista 2 (10,5%) 

Etilista ativo 10 (52,6%) 

Ex-etilista 7 (36,9%) 

Óbito  

Não 3 (15,8%) 

Sim 16 (84,2%) 

Localização do Tumor  

Superior 7 (36,9%) 

Médio 9 (47,3%) 

Inferior 3 (15,8%) 

Grau de Diferenciação do Tumor  

Pouco 5 (26,3%) 

Moderadamente 13 (68,4%) 

Bem 1 (5,3%) 

Estadiamento Clínico  

1 + 2 6 (31,6%) 

3 + 4 11 (57,9%) 

Não determinado 2 (10,5%) 
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foi incluído o mesmo número de amostras na análise da expressão de todas as subunidades, 

pois as análises foram iniciadas com 10 pares de tumor e tecido normal adjacente e aquelas 

subunidades que apresentaram uma tendência de diferença de expressão entre os pares 

(CHRNA5 e CHRNA7) teve o número de amostras aumentado, com o objetivo de ganhar 

poder estatístico.  

 

 

 Subunidade α3: 

 

 

As análises para essa subunidade demonstraram que não há diferença de expressão 

desse gene entre o tumor e a mucosa normal adjacente de pacientes com CEE, apresentando 

um perfil de expressão bem heterogêneo, em que alguns pacientes apresentaram um aumento 

de expressão da subunidade α3 enquanto outros apresentaram redução ou não apresentaram 

diferença de expressão dessa subunidade (Figura 27).  

 

Figura 27: Análise da expressão gênica de CHRNA3 em amostras de esôfago de pacientes 

com CEE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A – Comparação do perfil de expressão de CHRNA3 entre a mucosa normal adjacente e tumoral de 

esôfago de pacientes com CEE. B – Variação de expressão de CHRNA3 entre os pares de amostras de 

CEE e mucosa adjacente ao tumor. CEE – carcinoma epidermóide de esôfago. 

 

 

Quando comparadas as amostras de esôfago de indivíduos saudáveis, agrupados em 

total de indivíduos, indivíduos não tabagistas e não etilistas e indivíduos tabagistas e etilistas, 

com as de pacientes com CEE, também não foi encontrada diferença de expressão dessa 

subunidade (Figura 28).  
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Figura 28: Comparação da expressão de CHRNA3 entre o total de indivíduos, indivíduos não 

tabagistas e não etilistas, indivíduos tabagistas e etilistas de esôfago saudável e pacientes com 

CEE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além disso, foi feita correlação entre o Fold Change (FC) (razão entre a expressão no 

tumor e no tecido normal adjacente) dessa subunidade com os dados clínico-patológicos. Os 

critérios utilizados foram gênero (masculino e feminino), tabagismo (não tabagista + ex-

tabagista e tabagista ativo), etilismo (não etilista + ex-etilista e etilista ativo), subsítio 

(superior, médio e inferior), grau de diferenciação (bem + moderadamente diferenciado e 

pouco diferenciado) e o estadiamento (estádios 1+2 e 3+4). Já nas análises referentes à idade, 

variável contínua, foi utilizada a mediana do FC da subunidade (indivíduos com FC > ou ≤ 

que a mediana, cujo valor foi 1,377673). Não foi observada nenhuma associação da expressão 

da subunidade α3 com os dados clínico-patológicos (Tabela 14). 
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Tabela 14: Associação da expressão de CHRNA3 no Fold Change com os dados clínico-

patológicos dos pacientes com CEE. 
 

 

Legenda: NA - não aplicado, não foi possível analisar devido ao número pequeno de amostras. 1* - como o 

número de amostras para o terço inferior foi muito pequeno, a análise estatística foi feita entre os 

terços superior e médio (Teste Mann Whitney). 2* - Duas amostras não determinadas. 

Nota: Para as análises com a variável idade, os indivíduos foram divididos em dois grupos de acordo com o Fold 

Change e foi comparada então a idade dos indivíduos entre os dois grupos. Foi utilizada como critério 

para a análise a mediana do FC da subunidade (indivíduos com FC > ou ≤ que a mediana). O valor da 

mediana do FC da subunidade α3 foi 1,377673. 

 

 

 

 

Dados clínico-patológicos 

Número de 

Indivíduos 

(Total: 10) 

Fold Change (FC) CHRNA3 

Mediana  

(mínimo-máximo) 

Valor de p 

Idade (variável contínua)    

Indivíduos com FC > que mediana 5 60 anos (58-73) 

p= 0,3560 
Indivíduos com FC ≤ que mediana 5 66 anos (58-78) 

Gênero   
 

Masculino 8 1,720 (0,03136-14,69) 
NA 

Feminino 2 0,07570 (0,03610- 0,1153) 

Tabagismo   
 

Não tabagista + Ex-Tabagista 4 6,215 (0,2908-14,69) 

p=0,1143 
Tabagista ativo 6 0,6221 (0,03136-3,904) 

Etilismo    

Não etilista + Ex-Etilista 3 0,2908 (0,03136-10,62) 

p=0,6667 
Etilista ativo 7 1,626 (0,03610-14,69) 

Subsítio1*    

Superior 6 0,2031 (0,03136-14,69) 

p=0,3810 Médio 3 1,626 (1,129-10,62) 

Inferior 1 NA 

Grau de Diferenciação do Tumor    

Bem + Moderadanente diferenciados 8 1,471 (0,03136-14,69) 

NA 
Pouco diferenciado 2 0,9586 (0,2908-1,626) 

Estadiamento clínico2*    

1+2 3 3,904 (0,03610-10,62) 

p=0,3929 
3+4 5 1,129 (0,03136-1,813) 
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 Subunidade α5: 

 

 

As análises para essa subunidade demonstraram que a mucosa tumoral apresenta uma 

expressão significativamente maior dessa subunidade quando comparada com o tecido normal 

adjacente de pacientes com CEE, p=0,0006 (Figura 29).  

 

Figura 29: Análise da expressão gênica de CHRNA5 em amostras de esôfago de pacientes 

com CEE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A – Comparação do perfil de expressão de CHRNA5 entre a mucosa normal adjacente e tumoral de 

esôfago de pacientes com CEE. B – Variação de expressão de CHRNA5 entre os pares de amostras de 

CEE e mucosa adjacente ao tumor. CEE – carcinoma epidermóide de esôfago. *** p estatisticamente 

significativo. 

 

 

 

Além disso, também foi avaliada a expressão dessa subunidade comparando as 

amostras de esôfago de indivíduos saudáveis, ou seja, total de indivíduos, indivíduos não 

tabagistas e não etilistas e indivíduos tabagistas e etilistas, com as de pacientes com CEE, 

porém não foi encontrada diferença de expressão dessa subunidade (Figura 30).  
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Figura 30: Comparação da expressão de CHRNA5 entre o total de indivíduos, indivíduos não 

tabagistas e não etilistas, indivíduos tabagistas e etilistas de esôfago saudável e pacientes com 

CEE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: ***p=0,0006. 

 

 

Além disso, foi feita correlação entre o Fold Change dessa subunidade com os dados 

clínico-patológicos. Os critérios utilizados foram os mesmos das análises de α3. Foi 

observada associação apenas com a localização do tumor. A diferença de expressão entre o 

tumor e o tecido normal adjacente (Fold Change) é maior quando temos o acometimento do 

terço inferior em comparação ao acometimento do terço superior (Tabela 15).  
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Tabela 15: Associação da expressão de CHRNA5 no Fold Change com os dados clínico-

patológicos dos pacientes com CEE. 

 

Legenda: *p estatisticamente significativo. 2* - Duas amostras não determinadas. 

Nota: Para as análises com a variável idade, os indivíduos foram divididos em dois grupos de acordo com o Fold 

Change e foi comparada então a idade dos indivíduos entre os dois grupos. Foi utilizada como critério 

para a análise a mediana do FC da subunidade (indivíduos com FC > ou ≤ que a mediana). O valor da 

mediana do FC da subunidade α5 foi 2,5. 

 

 

Com relação à sobrevida, aos 20 meses, 40% dos indivíduos com Fold Change de 

CHRNA5 maior que a mediana (valor da mediana = 2,5) ainda estavam vivos enquanto todos 

os indivíduos com Fold Change menor ou igual à mediana já tinham ido a óbito, porém essa 

diferença não foi estatisticamente significativa (Figura 31). 

 

Dados clínico-patológicos 

Número de 

Indivíduos 

(Total: 19) 

Fold Change (FC) 

CHRNA5 

Mediana  

(mínimo-máximo) 

Valor de p 

Idade (variável contínua)    

Indivíduos com FC > que mediana 9 58 anos (46-69) 

p= 0,0684 
Indivíduos com FC ≤ que mediana 10 63 anos (53-79) 

Gênero    

Masculino 14 3,2 (0,4-15) 

p=0,1165 
Feminino 5 1,7 (0,5-2,5) 

Tabagismo   
 

Não tabagista + Ex-Tabagista 9 2,2 (0,4-11,6) 

p=0,9349 
Tabagista ativo 10 2,7 (0,4-15) 

Etilismo    

Não etilista + Ex-Etilista 9 2,2 (0,4-11,6) 
p=0,9349 

Etilista ativo 10 2,7 (0,4-15) 

Subsítio    

Superior 7 1,6 (0,4-6,3) 

*p=0,0298 Médio 9 2,9 (1,7-11,6) 

Inferior 3 9,3 (3,4-15) 

Grau de Diferenciação do Tumor    

Bem + Moderadanente diferenciado 14 2,7 (0,4-15) 

p=0,9631 
Pouco diferenciado 5 2,2 (1,8-5) 

Estadiamento clínico2*    

1+2 6 5,9 (1,6-15) 

p=0,0662 
3+4 11 2,9 (0,4-6,5) 
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Figura 31: Curva de Kaplan-Meier apresentando a sobrevida dos pacientes com CEE em 

relação à expressão de CHRNA5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: O critério utilizado para análise de sobrevida foi a mediana do FC da subunidade (indivíduos com FC > ou 

≤ que a mediana). O valor da mediana do FC da subunidade α5 foi 2,5. 

 

 

Além disso, foi analisado o valor preditivo de alterações histológicas no epitélio 

esofágico utilizando o valor de expressão da subunidade α5, através da curva ROC (“Receiver 

Operating Characteristic”). Assim, o objetivo foi avaliar a sensibilidade e especificidade da 

expressão dessa subunidade em discriminar os dois tecidos, o tumoral e o normal adjacente ao 

tumor. A expressão de CHRNA5 foi capaz de distinguir o tumor da mucosa normal adjacente 

com 79% de sensibilidade e 52% de especificidade, porém não foi estatisticamente 

significativo (Figura 32). 

 

Figura 32: Curva ROC exibindo o poder discriminativo entre o epitélio tumoral e a mucosa 

normal adjacente ao tumor utilizando como base valores de expressão de CHRNA5. 
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 Subunidade α7: 

 

 

As análises demonstraram que as amostras tumorais apresentam aumento significativo 

de expressão dessa subunidade quando comparadas com o tecido normal adjacente de 

pacientes com CEE, p = 0,0382  (Figura 33).  

 

Figura 33: Análise da expressão gênica de CHRNA7 em amostras de esôfago de pacientes 

com CEE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A – Comparação do perfil de expressão de CHRNA7 entre a mucosa normal adjacente e tumoral de 

esôfago de pacientes com CEE. B – Variação de expressão de CHRNA7 entre os pares de amostras de 

CEE e mucosa adjacente ao tumor. CEE – carcinoma epidermóide de esôfago. * p estatisticamente 

significativo. 

 

 

 Além disso, também foi avaliada a expressão dessa subunidade comparando as 

amostras de esôfago de indivíduos saudáveis separadas em total de indivíduos, indivíduos não 

tabagistas e não etilistas e indivíduos tabagistas e etilistas, com as de pacientes com CEE. As 

amostras tumorais de esôfago apresentaram uma expressão significativamente maior dessa 

subunidade quando comparadas com as de tecido normal adjacente de esôfago de pacientes 

com CEE e de amostras de esôfago de indivíduos saudáveis totais e de indivíduos saudáveis 

não tabagistas e não etilistas (Figura 34).  
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Figura 34: Comparação da expressão de CHRNA7 entre o total de indivíduos, indivíduos não 

tabagistas e não etilistas, indivíduos tabagistas e etilistas de esôfago saudável e pacientes com 

CEE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: As amostras de tumor apresentaram uma expressão significativamente maior dessa subunidade em relação 

ao tecido normal adjacente de esôfago de pacientes com CEE (*p=0,0382) e das amostras de esôfago de 

indivíduos saudáveis totais (**p=0,0100) e de indivíduos saudáveis não tabagistas e não etilistas 

(**p=0,0083). 

 

 

Além disso, foi feita correlação entre Fold Change dessa subunidade e os dados 

clínico-patológicos. Os critérios utilizados foram os mesmos das análises das demais 

subunidades. Não foi observada nenhuma associação da expressão da subunidade α7 com os 

dados clínico-patológicos (Tabela 16).  
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Tabela 16: Associação da expressão de CHRNA7 no Fold Change com os dados clínico-

patológicos dos pacientes com CEE. 
 

Legenda: 2* - Duas amostras não determinadas. 

Nota: Para as análises com a variável idade, os indivíduos foram divididos em dois grupos de acordo com o Fold 

Change e foi comparada então a idade dos indivíduos entre os dois grupos. Foi utilizada como critério 

para a análise a mediana do FC da subunidade (indivíduos com FC > ou ≤ que a mediana). O valor da 

mediana do FC da subunidade α7  foi 1,8. 

  

 

A expressão de CHRNA7 não impactou na sobrevida dos pacientes com CEE (Figura 

35). 

 

 

Dados clínico-patológicos 

Número de 

Indivíduos 

(Total: 19) 

Fold Change (FC) 

CHRNA7 

Mediana  

(mínimo-máximo) 

Valor de p 

Idade (variável contínua)    

Indivíduos com FC > que mediana 9 62 anos (46-79) 

p=0,5404 
Indivíduos com FC ≤ que mediana 10 58,50 anos (53-78) 

Gênero    

Masculino 14 3,6 (0,6-23) 

p=0,5464 
Feminino 5 1,5 (0,3-20,5) 

Tabagismo   
 

Não tabagista + Ex-Tabagista 9 1,5 (0,6-20,5) 

p=0,7434 
Tabagista ativo 10 4,1 (0,3-23) 

Etilismo    

Não etilista + Ex-Etilista 9 3,2 (0,7-20,5) 
p=0,2354 

Etilista ativo 10 0,75 (0,3-23) 

Subsítio    

Superior 7 0,8 (0,3-4) 

p=0,1597 Médio 9 5,6 (0,6-23) 

Inferior 3 4,2 (0,7-13,4) 

Grau de Diferenciação do Tumor    

Bem + Moderadanente diferenciados 14 1,15 (0,3-23) 

p=0,3781 
Pouco diferenciado 5 3,2 (1,1-18,5) 

Estadiamento clínico2*    

1+2 6 5,7 (0,7-20,5) 

p=0,8799 
3+4 11 3,2 (0,6-23) 
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Figura 35: Curva de Kaplan-Meier apresentando a sobrevida dos pacientes com CEE em 

relação à expressão de CHRNA7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: O critério utilizado para análise de sobrevida foi a mediana do FC da subunidade (indivíduos com FC > ou 

≤ que a mediana). O valor da mediana do FC da subunidade α7 foi 1,8. 

 

 

Através da curva ROC, a expressão de CHRNA7 foi capaz de distinguir 

significativamente o tumor da mucosa normal adjacente com 63% de sensibilidade e 73% de 

especificidade (Figura 36). 

 

Figura 36: Curva ROC exibindo o poder discriminativo entre o epitélio tumoral e a mucosa 

normal adjacente ao tumor utilizando como base valores de expressão de CHRNA7. 
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 Subunidade β4: 

 

 

As análises para essa subunidade demonstraram que não houve diferença de expressão 

desse gene entre o tumor e o tecido normal adjacente de pacientes com CEE, sendo o perfil de 

expressão heterogêneo, em que alguns pacientes apresentaram um aumento de expressão da 

subunidade β4 enquanto outros apresentaram redução ou não apresentaram diferença de 

expressão dessa subunidade (Figura 37).  

 

Figura 37: Análise da expressão gênica de CHRNB4 em amostras de esôfago de pacientes 

com CEE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A – Comparação do perfil de expressão de CHRNB4 entre a mucosa normal adjacente e tumoral de 

esôfago de pacientes com CEE. B – Variação de expressão de CHRNB4 entre os pares de amostras de 

CEE e mucosa adjacente ao tumor. CEE – carcinoma epidermóide de esôfago. 

 

 

Em seguida, comparamos as amostras de esôfago de indivíduos saudáveis, ou seja, 

total de indivíduos, indivíduos não tabagistas e não etilistas e indivíduos tabagistas e etilistas, 

com as de pacientes com CEE. Foi observado que as amostras tumorais e de tecido normal 

adjacente de esôfago de pacientes com CEE apresentaram expressão significativamente maior 

desse receptor quando comparadas com as amostras de esôfago de indivíduos saudáveis não 

tabagistas e não etilistas (Figura 38). 
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Figura 38: Comparação da expressão de CHRNB4 entre o total de indivíduos, indivíduos não 

tabagistas e não etilistas, indivíduos tabagistas e etilistas de esôfago saudável e pacientes com 

CEE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: As amostras tumorais e o tecido normal adjacente apresentaram uma expressão significativamente maior 

dessa subunidade quando comparada com as amostras de esôfago de indivíduos saudáveis não tabagistas 

e não etilistas, *p=0,0488 e *p=0,0327, respectivamente. 

 

 

Além disso, foi feita correlação entre o Fold Change (razão entre a expressão no 

tumor e no tecido normal adjacente) dessa subunidade com os dados clínico-patológicos, 

como feito para as demais subunidades analisadas. Não foi observada nenhuma associação da 

expressão da subunidade β4 com os dados clínico-patológicos (Tabela 17). 
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Tabela 17: Associação da expressão de CHRNB4 no Fold Change com os dados clínico-

patológicos dos pacientes com CEE. 
 

 

Legenda: NA - não aplicado, não foi possível analisar devido ao número pequeno de amostras. 1* - como o 

número de amostras para o terço inferior foi muito pequeno, a análise estatística foi feita entre os 

terços superior e médio (Teste Mann Whitney). 2* - Duas amostras não determinadas. 

Nota: Para as análises com a variável idade, os indivíduos foram divididos em dois grupos de acordo com o Fold 

Change e foi comparada então a idade dos indivíduos entre os dois grupos. Foi utilizada como critério 

para a análise a mediana do FC da subunidade (indivíduos com FC > ou ≤ que a mediana). O valor da 

mediana do FC da subunidade β4  foi 1,357159. 

 

 

 

 

 

 

Dados clínico-patológicos 

Número de 

Indivíduos 

(Total: 10) 

Fold Change (FC) 

CHRNB4 

Mediana  

(mínimo-máximo) 

Valor de p 

Idade (variável contínua)    

Indivíduos com FC > que mediana 5 62 anos (58-73) 

p=0,5079 
Indivíduos com FC ≤ que mediana 5 66 anos (58-78) 

Gênero    

Masculino 8 1,904 (0,3964-7,119) 

NA 
Feminino 2 0,15 (0,1414-0,1586) 

Tabagismo   
 

Não tabagista + Ex-Tabagista 4 2,291 (0,7518-7,119) 

p=0,1714 
Tabagista ativo 6 0,6767 (0,1414-2,552) 

Etilismo    

Não etilista + Ex-Etilista 3 2,051 (0,3964-2,532) 
p=0,8333 

Etilista ativo 7 0,9571 (0,1414-7,119) 

Subsítio1*    

Superior 6 0,5741 (0,1414-7,119) 

p=0,5476 Médio 3 1,757 (0,9571-2,051) 

Inferior 1 NA 

Grau de Diferenciação do Tumor    

Bem + Moderadanente diferenciados 8 0,8544 (0,1414-7,119) 

NA 
Pouco diferenciado 2 2,144 (1,757-2,532) 

Estadiamento clínico2*    

1+2 3 2,051 (0,1414-2,552) 

p=0,7857 
3+4 5 0,9571 (0,3964-2,532) 
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Por fim, buscando uma possível correlação entre a expressão gênica de CHRNs no 

tecido tumoral e no tecido normal adjacente ao tumor, foi realizada uma análise de correlação 

e foram observadas correlações positivas entre as subunidades α3 e β4 em ambos os tecidos 

(Tabela 18 e 19).  

 

Tabela 18: Matriz de correlação entre a expressão gênica das subunidades de CHRNs no 

tecido normal adjacente ao tumor. 

 

 

 

 

 

Legenda: Em negrito, o valor de p significativo.  

 

 

Tabela 19: Matriz de correlação entre o Fold Change de expressão gênica das subunidades de 

CHRNs no tecido tumoral. 

 

 

 

 

 
 

Legenda: Em negrito, o valor de p significativo.  

 

 

 

O quadro 5 resume as análises de expressão de CHRNs encontradas nas amostras de 

esôfago de indivíduos saudáveis e de pacientes com CEE. 
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Quadro 5: Análise de expressão de CHRNs nas amostras de esôfagos de indivíduos saudáveis 

e de pacientes com CEE.  

Legenda: - sem controle positivo, conseqüentemente, sem análise de expressão. ↑- maior expressão da 

subunidade; ↓ - menor expressão da subunidade. 

Subunidade 
Controle 

Positivo 

Expressão 

no esôfago 

saudável 

Expressão 

em CEE 

Expressão 

no CEE e no 

Esôfago 

Saudável 

Associação 

de 

expressão 

de CHRNs 

com os 

dados 

clínico-

patológicos 

CEE 

Correlação 

de 

expressão 

entre as 

subunidades 

no CEE 

CHRNA1 
U-251 

58,1°C 

Sem/Baixa 

expressão 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

CHRNA2 - - - - - - 

CHRNA3 
A549  

60°C 
↓ Etilista 

terço inferior 

Sem diferença 

de expressão 

Sem 

diferença de 

expressão 

Sem 

associação 

Correlação 

com 

CHRNB4 

tecido 

normal 

adjacente ao 

tumor 

Fold Change 

no tecido 

tumoral 

CHRNA4 
TE-1  

60°C 

Sem/Baixa 

expressão 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

CHRNA5 
A549  

60°C 

Sem 

diferença de 

expressão 

  ↑Amostras 

de tecido 

tumoral 

Sem 

diferença de 

expressão 

↑Subsítio 

inferior em 

relação ao 

superior 

Sem 

correlação 

CHRNA6 - - - - - - 

CHRNA7 
A549  

60°C 

↓ Tabagista 

  terço 

superior 

  ↑ Amostras 

de tecido 

tumoral 

↑Tumor em 

relação 

Saudável 

Total e 

Saudável não 

tabagista e 

não etilista 

Sem 

associação 

Sem 

correlação 

CHRNA9 
U-251  

62°C 

Sem 

expressão 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

CHRNA10 
U-251  

60°C 

Sem/Baixa 

expressão 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

Não foi 

avaliado 

CHRNB2 - - - - - - 

CHRNB3 - - - - - - 

CHRNB4 
A549  

60°C 

Sem 

diferença de 

expressão 

Sem diferença 

de expressão 

↑Tumor e no 

tecido normal 

adjacente em 

relação 

Saudável  

não tabagista 

e não etilista 

Sem 

associação 

Correlação 

com 

CHRNA3 

tecido 

normal 

adjacente ao 

tumor 

Fold Change 

no tecido 

tumoral 
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3.3 Análise de expressão gênica das subunidades dos CHRNs em linhagens de esôfago 

humano frente ao tratamento com nicotina ou etanol 

 

 

3.3.1 Escolha das linhagens  

 

 

 Foi realizado um screening de expressão gênica das subunidades de CHRNs, 

selecionadas a partir das análises em amostras de esôfago de indivíduos saudáveis, em 

linhagens celulares de esôfago humano (Figura 39). Todas as linhagens expressaram as 

subunidades analisadas de CHRNs, sendo a linhagem OE-21 aquela que menos expressa os 

genes em questão. Foram escolhidas as linhagens TE-1 e TE-11, uma vez que essas linhagens 

apresentaram um perfil de expressão similar e/ou maior do que o encontrado nas amostras 

humanas saudáveis. A linhagem HET-1A foi descartada, pois além do cultivo celular 

demandar muito tempo, o tratamento com etanol mostrou-se altamente tóxico para essa 

linhagem. 

 

Figura 39: Perfil de expressão gênica das subunidades de CHRNs em linhagens de esôfago 

humano comparadas com as amostras de esôfago de indivíduos saudáveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Saudável – amostras de esôfago de indivíduos saudáveis; OE-21, TE-1, TE-11, TE-13 – linhagens 

celulares derivadas de carcinoma epidermóide de esôfago; HET-1A- linhagem celular de esôfago 

normal imortalizada com SV40. 
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3.3.2 Tratamento com Nicotina 

 

 

 As linhagens TE-1 e TE-11 foram tratadas com nicotina nas doses de 1 µM, 10 µM e 

100 µM por 72h. Foram feitos três experimentos independentes em triplicata para cada dose e 

para o controle do tratamento. Após o tratamento, as células foram contadas. Na figura 40, 

podemos observar que o tratamento com nicotina não foi capaz de alterar o número de células 

viáveis em ambas as linhagens celulares. 

 

Figura 40: Sobrevivência celular após tratamento com nicotina nas doses de 1 µM, 10 µM, 

100 µM por 72h das linhagens celulares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A – Sobrevivência celular após tratamento com nicotina nas doses de 1 µM, 10 µM, 100 µM por 72h 

da linhagem TE-1; B – da linhagem TE-11. 

 

 

3.3.2.1 Análise da expressão de CHRNs nas linhagens TE-1 e TE-11 frente ao tratamento com 

nicotina 

 

 

  Os dados obtidos mostraram que o tratamento com nicotina não alterou a expressão 

das subunidades de CHRN em comparação ao controle do tratamento na linhagem TE-1. 

(Figura 41). 
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Figura 41: Comparação da expressão das diferentes subunidades de CHRNs frente ao 

tratamento com nicotina nas doses de 1 µM, 10 µM, 100 µM e o controle por 72h na 

linhagem TE-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A - Comparação da expressão da subunidade α3; B – da subunidade α5; C – da subunidade α7; D – da 

subunidade β4 frente ao tratamento com nicotina nas doses de 1 µM, 10 µM, 100 µM e o controle por 

72h na linhagem TE-1. 

 

 

 Assim como na linhagem TE-1, o tratamento com nicotina também não foi capaz de 

afetar a expressão das subunidades de CHRN em comparação ao controle do tratamento na 

linhagem TE-11. (Figura 42).  
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Figura 42: Comparação da expressão das diferentes subunidades de CHRNs frente ao 

tratamento com nicotina nas doses de 1 µM, 10 µM, 100 µM e o controle por 72h na 

linhagem TE-11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A - Comparação da expressão da subunidade α3;  B – da subunidade α5; C – da subunidade α7; D – da 

subunidade β4 frente ao tratamento com nicotina nas doses de 1 µM, 10 µM, 100 µM e o controle por 

72h na linhagem TE-11. 

 

 

3.3.3 Tratamento com Etanol 

 

 

As linhagens TE-1 e TE-11 foram tratadas com etanol nas doses de 50 mM (0,2%), 

100 mM (0,4%) e 200 mM (0,8%) por 96h. Foram feitos três experimentos independentes e 

em triplicata para cada dose e para o controle do tratamento. Após o tratamento, as células 

foram contadas. De acordo com os dados, o tratamento com etanol nas doses de 100 e 200 

mM foi capaz de reduzir o número de células viáveis tanto em relação à dose de 50 mM 

quanto em relação ao controle na linhagem TE-1. Esse efeito, no entanto, não foi observado 

para a linhagem TE-11 (Figura 43). 
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Figura 43: Sobrevivência celular após tratamento com etanol nas doses de 50 mM (0,2%), 100 

mM (0,4%), 200 mM (0,8%) por 96h das linhagens celulares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A – Sobrevivência celular após tratamento com etanol nas doses de 50 mM (0,2%), 100 mM (0,4%), 

200 mM (0,8%) por 96h da linhagem TE-1; B – da linhagem TE-11. 

Nota: Na linhagem TE-1, o tratamento com etanol nas maiores doses (100 mM e 200 mM) foi capaz de reduzir o 

número de células viáveis tanto em relação à menor dose quanto em relação ao controle. **p=0,0021 

(controle x dose 100 mM); ***p<0,0001 (controle x dose 200 mM) ;**p=0,0010 (dose 50 mM x dose 100 

mM); ***p<0,0001 (dose 50 mM x dose 200 mM). **p, ***p estatisticamente significativos. 

 

 

3.3.3.1 Análise da expressão de CHRNs nas linhagens TE-1 e TE-11 frente ao tratamento com 

etanol 

 

 

 Os dados obtidos mostraram que o tratamento com etanol não alterou a expressão das 

subunidades de CHRN em comparação ao controle do tratamento na linhagem TE-1. (Figura 

44).  
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Figura 44: Comparação da expressão das diferentes subunidades de CHRNs frente ao 

tratamento com etanol nas doses de 50 mM (0,2%), 100 mM (0,4%), 200 mM (0,8%) e o 

controle por 96h na linhagem TE-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A - Comparação da expressão da subunidade α3;  B – da subunidade α5; C – da subunidade α7; D – da 

subunidade β4 frente ao tratamento com etanol nas doses de 50 mM (0,2%), 100 mM (0,4%), 200 mM 

(0,8%) e o controle por 96h na linhagem TE-1. 

 

 

Assim como na linhagem TE-1, o tratamento com etanol também não foi capaz de 

afetar a expressão das subunidades de CHRN na linhagem TE-11 (Figura 45). 
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Figura 45: Comparação da expressão das diferentes subunidades de CHRNs frente ao 

tratamento com etanol nas doses de 50 mM (0,2%), 100 mM (0,4%), 200 mM (0,8%) e o 

controle por 96h na linhagem TE-11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A - Comparação da expressão da subunidade α3;  B – da subunidade α5; C – da subunidade α7; D – da 

subunidade β4 frente ao tratamento com etanol nas doses de 50 mM (0,2%), 100 mM (0,4%), 200 mM 

(0,8%) e o controle por 96h na linhagem TE-11. 
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 O quadro 6 resume os resultados obtidos da expressão de CHRNs nas amostras de 

esôfago humano (saudáveis e CEE) e nas linhagens de esôfago derivadas de CEE frente ao 

tratamento com nicotina ou etanol.  

Quadro 6: Análise de expressão de CHRNs  nas amostras de esôfago humano e nas linhagens 

de esôfago derivadas de CEE frente ao tratamento com nicotina ou etanol 

Legenda: - sem controle positivo, conseqüentemente, sem análise de expressão. ↑- maior expressão da 

subunidade; ↓ - menor expressão da subunidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subunidade 
Controle 

Positivo 

Expressão no 

esôfago saudável 

Expressão em 

CEE 

Linhagens 

Tratamento 

Nicotina 

Linhagens 

Tratamento 

Etanol 

CHRNA1 
U-251 

58,1°C 
Sem/Baixa expressão Não foi avaliado Não foi avaliado Não foi avaliado 

CHRNA2 - - - - - 

CHRNA3 
A549 

60°C 
↓ Etilista 

terço inferior 

Sem diferença 

de expressão 

Sem diferença 

de expressão 

Sem diferença 

de expressão 

CHRNA4 
TE-1 

60°C 
Sem/Baixa expressão Não foi avaliado Não foi avaliado Não foi avaliado 

CHRNA5 
A549 

60°C 

Sem diferença de 

expressão 
  ↑Amostras de 

tecido tumoral 

Sem diferença 

de expressão 

Sem diferença 

de expressão 

CHRNA6 - - - - - 

CHRNA7 
A549 

60°C 
↓ Tabagista 

  terço superior 

  ↑ Amostras de 

tecido tumoral 

Sem diferença 

de expressão 

Sem diferença 

de expressão 

CHRNA9 
U-251 

62°C 
Sem expressão Não foi avaliado Não foi avaliado Não foi avaliado 

CHRNA10 
U-251 

60°C 
Sem/Baixa expressão Não foi avaliado Não foi avaliado Não foi avaliado 

CHRNB2 - - - - - 

CHRNB3 - - - - - 

CHRNB4 
A549 

60°C 

Sem diferença de 

expressão 

Sem diferença 

de expressão 

Sem diferença 

de expressão 

Sem diferença 

de expressão 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

 O desenvolvimento de CEE está fortemente relacionado ao tabagismo e sabe-se que os 

componentes do tabaco podem atuar via CHRNs. O papel dos CHRNs em câncer de pulmão 

vem sendo estudado há algum tempo, porém muito pouco se sabe sobre o papel dos CHRNs 

na carcinogênese esofágica ou mesmo sua expressão no esôfago normal. Apenas um trabalho 

avaliou a expressão destes receptores em esôfago até então (Nguyen et al., 2000), porém 

apenas algumas das subunidades foram investigadas e a técnica utilizada foi a de 

imunohistoquímica. Esta técnica tem como mecanismo básico o reconhecimento de antígeno 

por um anticorpo, sendo uma técnica qualitativa e não quantitativa. 

Assim, esse trabalho visou analisar a expressão desses receptores no esôfago humano 

utilizando a técnica de PCRq, uma técnica de amplificação de DNA in vitro, mais sensível e 

quantitativa. Analisamos então a expressão gênica dos CHRNs no epitélio esofágico normal e 

em carcinoma epidermóide de esôfago, bem como sua regulação pelos fatores de risco 

associados ao tumor. Foram avaliadas as subunidades α1, α3, α4, α5, α7, α9, α10 e β4 pois, 

para demais subunidades, não foram encontrados controles positivos.  

  As subunidades α1, α4, α9 e α10 mostraram baixa ou nenhuma expressão em seis  

amostras de esôfago saudável analisadas, apresentando replicatas de uma mesma amostra com 

valores de CT distantes entre si ou amostras sem amplificação. Assim, sugere-se que essas 

subunidades não sejam expressas no epitélio esofágico saudável. Já foi descrito que as 

subunidades α1, α9 e α10 são expressas em células epiteliais brônquicas (Carlisle, et al, 2004; 

Arias, et al., 2009; West, et al, 2003). Já em células epiteliais de vias aéreas, são encontradas 

as subunidades α4, α9 e α10 (West, et al, 2003). Além disso, a subunidade α9 está presente 

em queratinócitos da pele (Chernyavsky, et al, 2007), enquanto a subunidade α4 também pode 

ser encontrada em células epiteliais alveolares (Zia et al., 1997) e em neurônios 

dopaminérgicos e adrenérgicos no cérebro (Lindstrom, 2003). Assim, essas subunidades 

parecem ser mais importantes na fisiologia de outros tecidos do que na do esôfago.  

Por outro lado, demonstramos que as subunidades α3, α5, α7 e β4 são expressas 

uniformemente no esôfago e o gênero parece não influenciar a expressão destes receptores 

independentemente do terço avaliado. 

Além disso, mostramos que indivíduos com maior idade apresentaram menor 

expressão da subunidade β4 no terço superior. Já no terço inferior, foi observado o inverso, 
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indivíduos com maior idade apresentaram uma maior expressão desta subunidade. Com 

relação à literatura, já foi avaliada a expressão das subunidades α4, α5, α7 e β4 relacionada à 

idade em hipocampo de camundongos adultos (12-14 meses) e idosos (24-28 meses) sendo 

que a idade parece não influenciar igualmente todas as subunidades. Normalmente, há perda 

de expressão das subunidades α4 e α7 em hipocampo de camundongos idosos, por exemplo. 

Para a subunidade β4, alterações de sua expressão associadas à idade são controversas, em 

que já foi demonstrada redução de expressão em regiões do hipocampo de camundongos 

C57BL/6, porém não há mudança de expressão em camundongos CBA/Js idosos quando 

comparados com os adultos (Gahring LC, Persiyanov K, Rogers SW, 2005). Com relação ao 

esôfago, não há artigos na literatura até então que tenham avaliado esse aspecto em relação 

aos receptores colinérgicos nicotínicos. Sendo assim, são necessários mais estudos para 

melhor compreender esse fenômeno inverso observado nos terços superior e inferior. 

Com relação à CHRNA7, os indivíduos tabagistas apresentaram uma redução de 

expressão dessa subunidade em comparação aos indivíduos não tabagistas no terço superior 

do esôfago. Assim, os componentes do tabaco parecem ser capazes de influenciar a expressão 

dessa subunidade, mesmo que de maneira transitória. De maneira contraditória, já foi descrito 

na literatura que a administração de nicotina aumenta a expressão de CHRNA7 em células 

pulmonares, levando à proliferação celular (Sekhon et al., 1999). Além disso, foi observada 

uma indução de expressão significativa e reversível de CHRNA7 in vitro frente à exposição 

aguda à nicotina em linhagens celulares epiteliais brônquicas humanas (Lam et al., 2007). Por 

fim, um aumento de expressão também foi descrito no cérebro fetal de rato quando 

administrada a nicotina (Lv et al., 2008). Entretanto, vale ressaltar que esôfago, cérebro e 

pulmão são tecidos bastante diferentes metabolicamente, além de serem submetidos a doses 

diferenciadas de nicotina e nitrosaminas após o fumo devido à biodisponibilidade dessas 

drogas. Sendo assim, cada tecido irá metabolizar tais drogas em taxas diferentes, o que pode 

acarretar uma maior ou menor oferta das mesmas para se ligar e levar à regulação de 

expressão das subunidades. Além disso, a nicotina, a NNK e a NNN possuem afinidades 

variadas pelos receptores nicotínicos, dependendo da sua composição (Schuller, 2007). Dessa 

forma, podemos também supor que estes compostos possam regular de maneira tecido-

dependente a expressão de tais receptores, uma vez que cada tecido possui composições 

específicas. Devido a todas as diferenças aqui apresentadas entre esôfago, cérebro e pulmão e, 

uma vez que muito pouco se sabe sobre a expressão e regulação dos CHRNs no epitélio 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gahring%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15718057
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Persiyanov%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15718057
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogers%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15718057
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esofágico, nossos dados apontam para a necessidade de estudos que tenham como enfoque 

especificamente o esôfago, considerando todas as suas particularidades.  

Além disso, de acordo com os nossos dados, a expressão de CHRNA3 parece ser 

afetada pelo consumo de álcool. Nossas análises mostraram que indivíduos etilistas 

apresentaram uma expressão reduzida desta subunidade em comparação a indivíduos não 

etilistas no terço inferior do esôfago. Já foi descrito que o promotor do gene que codifica 

CHRNA3 encontra-se hipermetilado em câncer de pulmão (Paliwal et al., 2010), levando à 

redução de sua expressão. Além disso, já foi relatado que o álcool interfere nos mecanismos 

de metilação de alguns genes como genes supressores de tumor e de reparo em pacientes com 

câncer de cólon e reto (Van Engeland  et al., 2003). Já foi mostrado também que o álcool 

induz uma redução significativa da absorção do folato, membro da classe B de vitaminas, que 

é requerido para metilação de substâncias biológicas essenciais como o DNA, no intestino 

(Hamid et al., 2009;Weir et al., 1985). Portanto, podemos supor que o perfil de metilação de 

CHRNA3 poderia estar sendo afetado no esôfago dos indivíduos etilistas incluídos nesse 

estudo, o que resultaria na menor expressão desta subunidade. Contudo, é essencial uma 

análise mais profunda dessa subunidade, assim como de sua regulação epigenética no esôfago 

humano para melhor compreender os possíveis mecanismos moleculares que estariam 

envolvidos nesta diminuição de expressão. 

 A subunidade α5 não apresentou diferença de expressão em nenhuma das análises 

realizadas e, de acordo com a literatura, há uma indução de expressão significativa e 

reversível de CHRNA5 in vitro frente à exposição aguda à nicotina em linhagens celulares 

epiteliais brônquicas humanas (Lam et al., 2007). Neste contexto, mais uma vez as diferenças 

entre os tecidos devem ser consideradas para explicar tais resultados.  

 Por fim, buscando uma possível associação entre a expressão gênica de CHRNs em 

cada terço de esôfago saudável, foi realizada uma análise de correlação e observadas 

associações positivas entre as subunidades α7 e β4 no terço superior, entre as subunidades α3 

e β4 nos três terços e as subunidades α3 e α7 no terço inferior. Isso sugere que essas 

subunidades podem estar sendo correguladas no epitélio esofágico saudável. Já foi 

demonstrado na literatura que, em condições normais, células epiteliais de pulmão expressam 

níveis ótimos de diferentes subunidades de CHRNs de maneira controlada, assim são 

formados receptores heteropentâmeros compostos pelas subunidades α3, α5 e β4. Ao serem 

ativados, estes receptores ativam vias de sinalização pró-apoptóticas com o objetivo de manter 

o estado de equilíbrio entre sobrevivência e apoptose (Paliwal, et al., 2010). Assim, a 
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associação positiva das subunidades α3 e β4 encontrada nos três terços pode ser explicada 

dessa forma, pela formação de receptores heteropentâmeros para manter a homeostasia do 

tecido. Além disso, a subunidade α7 é capaz de regular a proliferação e diferenciação celular 

em epitélio de vias aéreas (Maouche, et al, 2009). Assim, uma corregulação positiva com 

subunidades associadas com apoptose (β4 no terço superior e α3 no terço inferior) pode ser 

importante também como uma forma de manter o estado de equilíbrio do tecido.   

 Com relação às amostras de esôfago de pacientes com CEE, a maioria dos indivíduos 

foi do sexo masculino, idade a partir dos 50 anos, tabagistas e etilistas ativos. O principal 

terço do esôfago acometido é o terço médio, tumor moderadamente diferenciado e 

estadiamento 3 ou 4 . Características essas que estão de acordo com o que já foi relatado para 

CEE em outros estudos (Queiroga, Pernambuco, 2006; Shi, et al, 2014; Arnold, et al, 2015).  

 Foram avaliadas as subunidades α3, α5, α7, β4 em amostras de tumor e tecido normal 

adjacente pareadas de pacientes com CEE. As subunidades α3 e β4 apresentaram um perfil de 

expressão bastante heterogêneo, não tendo sido encontradas diferenças estatisticamente 

significativas. Também não foram encontradas associações entre o Fold Change (razão entre 

a expressão no tumor e no tecido normal adjacente) dessa subunidade e os dados clínico-

patológicos dos pacientes com CEE. Além disso, não foi possível fazer a curva ROC e a curva 

de sobrevida, pois o número de amostras foi pequeno, não havendo assim poder estatístico 

para fazer tais análises.   

Para a subunidade α3, também não foi encontrada diferença de expressão entre as 

amostras de esôfago de indivíduos saudáveis e as amostras de esôfago de pacientes com CEE. 

De acordo com a literatura, a expressão dessa subunidade varia dependendo do tipo de tumor. 

Carracedo e colaboradores, em 2007, avaliaram a expressão dessa subunidade em amostras de 

carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço e a detectaram em apenas 3,33% dos 

casos (1/30 casos), também não houve correlação estatística com os dados clínico-patológicos 

(sítio anatômico, estadiamento e grau de diferenciação do tumor). Já Improgo e 

colaboradores, em 2010, encontraram superexpressão dessa subunidade em carcinoma de 

pulmão de pequenas células, porém o autor não correlaciona tal expressão com os dados 

clínico-patológicos. Assim, os dados sugerem que a expressão da subunidade α3 não está 

alterada no CEE. 

Já no caso da subunidade β4, as amostras tumorais e o tecido normal adjacente 

apresentaram uma expressão significativamente maior dessa subunidade quando comparada 

com as amostras de esôfago de indivíduos saudáveis não tabagistas e não etilistas. Improgo e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maouche%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19808646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arnold%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25320104
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colaboradores, em 2010, observaram superexpressão dessa subunidade em carcinoma de 

pulmão de pequenas células, em adenocarcinoma e em carcinoma de células escamosas. Esses 

dados demonstram a importância dessa subunidade para a carcinogênese pulmonar. Com 

relação aos nossos dados, uma possível explicação para tais diferenças de expressão 

observadas entre as amostras pode ser os níveis de exposição aos fatores de risco, tabagismo e 

etilismo, uma vez que essa diferença foi encontrada somente quando as amostras de CEE 

foram comparadas com as amostras de esôfago de indivíduos que não fumam e não bebem. O 

consumo de altas doses de álcool e tabaco, característico de pacientes com CEE, parece 

influenciar na expressão desse receptor, afetando tanto o tecido tumoral quanto o tecido 

normal adjacente.  

Neste trabalho, a subunidade α5 foi encontrada superexpressa na mucosa tumoral 

quando comparada com o tecido normal adjacente ao tumor e não foram econtradas 

diferenças de expressão entre as amostras de esôfago de indivíduos saudáveis e de pacientes 

com CEE. Além disso, avaliamos a correlação entre o Fold Change dessa subunidade e os 

dados clínico-patológicos. Foi observada associação apenas com a localização do tumor. A 

diferença de expressão entre o tumor e o tecido normal adjacente é maior quando o terço 

inferior do esôfago é acometido em comparação ao acometimento do terço superior. Já foi 

demonstrado que, em carcinoma de pulmão de pequenas células e em amostras de câncer de 

pulmão de não pequenas células, essa subunidade se encontra superexpressa (Improgo, et al, 

2010), porém o autor não correlaciona sua expressão com os dados clínico-patológicos. Com 

isso, os dados sugerem que a expressão da subunidade α5 está alterada no CEE, assim como 

demonstrado no pulmão, talvez ainda mais pronunciadamente no terço inferior. 

Com relação à sobrevida, aos 20 meses, 40% dos indivíduos com Fold Change de 

CHRNA5 maior que a mediana ainda estavam vivos enquanto todos os indivíduos com Fold 

Change menor ou igual à mediana já tinham ido a óbito, porém essa diferença não foi 

estatisticamente significativa. Com relação à literatura, a maioria dos artigos não correlaciona 

a expressão dos CHRNs com os dados clínico-patológicos e quando correlacionam, não 

encontram associações para essa subunidade. Assim são necessárias análises com um maior 

número de pacientes para ser ter certeza de tal efeito.   

Através da curva ROC, a expressão de CHRNA5 foi capaz de distinguir o tumor da 

mucosa normal adjacente com 79% de sensibilidade e 52% de especificidade, porém não foi 

estatisticamente significativo. Apesar de não haver poder estatístico, os dados sugerem que a 

expressão dessa subunidade apresenta uma sensibilidade considerada alta (capacidade de 
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detectar verdadeiros positivos), porém não é muito específica (capacidade de identificar os 

verdadeiros negativos) na distinção dos dois tecidos. Não há artigos na literatura até então que 

tenham avaliado esse aspecto em relação aos receptores colinérgicos nicotínicos, 

demonstrando assim a relevância desse trabalho. Porém, precisamos aumentar o número de 

amostras avaliadas.   

Finalmente, as amostras tumorais apresentaram uma expressão significativamente 

maior da subunidade α7 em relação ao tecido normal adjacente de pacientes com CEE. Não 

foi encontrada nenhuma associação entre Fold Change desta subunidade e os dados clínico-

patológicos. Brown e colaboradores, em 2013, demonstraram superexpressão dessa 

subunidade em amostras de carcinoma de células escamosas de pulmão e tais níveis foram 

correlacionados ao histórico de tabagismo dos pacientes, fato esse não observado em nossas 

amostras. Os nossos dados sugerem que a expressão dessa subunidade está aumentada no 

CEE, porém esse aumento possivelmente não está correlacionado ao tabagismo. 

A expressão da subunidade α7 não foi capaz de impactar na sobrevida dos pacientes 

com CEE.  Novamente, se faz necessário aumentar o número de indivíduos analisados. 

Através da curva ROC, a expressão de CHRNA7 foi capaz de distinguir o tumor da 

mucosa normal adjacente com 63% de sensibilidade e 73% de especificidade, sendo 

estatisticamente significativo. Esse dado demonstra que essa subunidade é capaz de distinguir 

melhor os dois tecidos do que a subunidade α5, porém com sensibilidade e especificidade 

baixas. 

Por fim, buscando uma possível correlação entre a expressão gênica de CHRNs no 

tecido normal adjacente ao tumor e no tecido tumoral, foi realizada uma análise de correlação 

e foram observadas correlações positivas entre as subunidades α3 e β4 em ambos os tecidos. 

Sugere-se assim que as subunidades α3 e β4 possam ser correguladas.  Este mesmo padrão foi 

observado nos três terços do esôfago de indivíduos saudáveis, o que sugere que essas 

subunidades sejam correguladas no esôfago humano, independentemente da condição (normal 

ou patológica).  

Em relação aos experimentos in vitro, foram realizados tratamentos com nicotina ou 

etanol nas linhagens de CEE, TE-1 e TE-11, para avaliar se esses fatores de risco são capazes 

de regular a expressão das subunidades α3, α5, α7 e β4. Foram escolhidas essas linhagens por 

expressarem níveis consideráveis de RNAm desses receptores, especialmente a subunidade 

α3, encontrada reduzida em indivíduos saudáveis etilistas no presente estudo. Além disso, 



105 

 

 

foram avaliadas somente essas subunidades, pois elas foram as únicas detectadas no epitélio 

esofágico saudável. 

 O tratamento com nicotina (doses de 1 µM,  10 µM e 100 µM por 72h) não foi capaz 

de alterar o número de células viáveis ou a expressão das subunidades α3, α5, α7 e β4 em 

ambas as linhagens. Na literatura, já foi demonstrado que tratamento agudo de células 

epiteliais brônquicas humanas imortalizadas com nicotina (100 nM – 72h) leva a uma indução 

significativa e reversível de CHRNA5 e CHRNA7, retornando as níveis basais quando a 

nicotina era removida. Já as demais subunidades não apresentaram aumento ou redução 

significativos frente ao tratamento (Lam, et al, 2007). Shi e colaboradores, por sua vez, 

demonstraram que o tratamento com nicotina na dose de 10 µM por 8-40h promoveu a 

expressão protéica de CHRNA7 de maneira tempo-dependente, levando a um aumento na 

proliferação celular no tempo de 72h de maneira dose-dependente (0,01 µM - 10 µM) em 

linhagens de carcinoma de nasofaringe (Shi, et al.,2012). Há ainda trabalhos que 

demonstraram superexpressão de CHRNs na linhagem A549 (linhagem de adenocarcinoma de 

pulmão) frente tratamento com nicotina, como por exemplo, Ma e colaboradores 

demonstraram superexpressão da subunidade α5 (1 µM – 16h) (Ma, et al., 2014). Isso é 

bastante interessante uma vez que a linhagem A549 é uma linhagem celular que apresenta 

altos níveis de expressão da maioria dos receptores colinérgicos nicotínicos e ainda assim um 

tratamento com nicotina é capaz de aumentar a expressão dos CHRNs nessa linhagem. Por 

outro lado, nenhum trabalho avaliou a expressão desses receptores em linhagens de esôfago 

até então. Há somente um trabalho que demonstrou que células KYSE510 (linhagem celular 

de carcinoma epidermóide de esôfago) expostas à nicotina (80 nM – 81h) apresentaram um 

aumento na taxa de proliferação e na capacidade migratória e invasiva quando comparadas às 

células não tratadas (Zhao, et al, 2014). Nesse presente estudo, não foram observados 

aumento no número de células viáveis frente ao tratamento e diferenças de expressão das 

subunidades avaliadas, contrastando com a literatura. Esse é o primeiro trabalho visando a 

regulação de expressão de CHRNs pelos fatores de risco associados ao CEE com linhagens de 

CEE. Sendo assim, são necessários novos experimentos incluindo tempos mais curtos (24h, 

48h), para confirmar tal achado.  

Conforme já mencionado, outro fator de risco fundamental para o CEE é o etilismo. 

Também foi realizado tratamento com etanol (doses de 50 mM, 100 mM e 200 mM por 96h) 

nas linhagens TE-1 e TE-11. De acordo com os dados, o tratamento com etanol nas maiores 

doses foi capaz de reduzir o número de células viáveis em relação ao controle na linhagem 
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TE-1. Esse efeito, no entanto, não foi observado para a linhagem TE-11. Esse tratamento não 

afetou a expressão das subunidades α3, α5, α7 e β4 em ambas as linhagens. Com relação aos 

dados da literatura, já foi visto que o tratamento crônico com etanol (100 mM - 0,4% por 4 

dias) diminui os níveis de RNAm da subunidade α3, enquanto os níveis de RNAm da 

subunidade α7 aumentam significativamente em linhagem de neuroblastoma (Gorbounova, et 

al., 1998). Em linhagens celulares de adenocarcinoma ductal pancreático, a exposição a longo 

prazo com etanol (17 mM - 0,08% por 7 dias) induz significativamente a expressão de α3 (4,5 

vezes), α5 (5 vezes) e α7 (5 vezes), resultando no aumento da produção de noradrenalina e 

adrenalina que conduzem proliferação e migração celular (Al-Wadei MH, Al-Wadei 

HA, Schuller HM, 2013). Mais uma vez, a diferença entre os tipos celulares avaliados pode 

explicar a discrepância dos resultados. Porém, fica claro que a regulação destes receptores 

pelo etanol precisa ser avaliada em mais detalhes.   

Caso nossos dados sejam confirmados, eles sugerem que linhagens de CEE (TEs) não 

são responsivas frente ao tratamento com nicotina ou etanol em termos de regulação da 

proliferação e regulação da expressão de CHRNs. Esta falta de responsividade pode ser 

decorrência do fato deste ser um sistema isolado, ou seja, outros componentes do tecido 

esofágico e do organismo não estão presentes, portanto, não observamos uma modulação da 

expressão dos receptores em questão como no caso do esôfago saudável. Além disso, no caso 

específico do tabagismo, talvez a nicotina sozinha não seja capaz de desencadear tais efeitos. 

Por fim, cabe ressaltar que a falta de modulação dos receptores nicotínicos não significa que 

estes não estejam sendo ativados pelo tratamento, desencadeando respostas intracelulares. 

Portanto, é necessária a avaliação das mesmas. 

Esse foi o primeiro trabalho que avaliou a expressão gênica dos receptores 

colinérgicos nicotínicos em amostras humanas (saudável e CEE) e em linhagens de esôfago 

derivadas de CEE frente ao tratamento com nicotina ou etanol. Foram utilizados diferentes 

modelos para avaliar tal expressão gênica, tornando esse trabalho bastante relevante, uma vez 

que a literatura científica é bastante escassa nesse tema em esôfago, especificamente. Porém 

devemos levar em consideração as limitações de cada experimento como, por exemplo, 

número de amostras humanas e doses, tempos e linhagens utilizados para os experimentos in 

vitro, conforme já mencionado. Os resultados obtidos sugerem uma participação dos CHRNs 

na fisiologia do epitélio esofágico e os fatores de risco associados ao desenvolvimento de 

CEE parecem ser capazes de afetar a expressão desses receptores no epitélio esofágico 

humano saudável. Com relação ao CEE, a expressão das subunidades α5 e α7 estão alteradas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Wadei%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23213073
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Wadei%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23213073
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Wadei%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23213073
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schuller%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23213073
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nesse tumor.  Análises mais detalhadas são necessárias para tentar compreender melhor esse 

tecido e os mecanismos de ação da nicotina e do etanol na carcinogênese esofágica.  
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CONCLUSÃO 

 

 

- O esôfago humano saudável não expressa as subunidades α1, α4, α9 e α10, de acordo 

com a técnica utilizada. Por outro lado, expressa as subunidades α3, α5, α7 e β4 de maneira 

uniforme nos três terços analisados; 

- O gênero parece não influenciar a expressão destes receptores, independentemente 

do terço de esôfago saudável analisado; 

- Indivíduos com maior idade apresentaram menor expressão da subunidade β4 no 

terço superior. Já no terço inferior, foi observado o inverso, indivíduos com maior idade 

apresentaram uma maior expressão desta subunidade; 

- O status de tabagismo dos indivíduos não apresentou correlação com a expressão das 

subunidades α3, α5 e β4 nas amostras de esôfago de indivíduos saudáveis. Entretanto, foi 

observada menor expressão da subunidade α7 em indivíduos tabagistas quando comparados a 

não tabagistas no terço superior de esôfago saudável. 

- O consumo de álcool pareceu não influenciar a expressão dos receptores α5, α7 e β4 

nas amostras de esôfago de indivíduos saudáveis. Por outro lado, foi observada uma menor 

expressão de α3 em etilistas em comparação a não etilistas no terço inferior de esôfago 

saudável; 

- Foram encontradas associações positivas entre as subunidades α7 e β4 no terço 

superior, entre as subunidades α3 e β4 nos três terços e as subunidades α3 e α7 no terço 

inferior de esôfago saudável; 

- Nas amostras de CEE, as subunidades CHRNA5 e CHRNA7 foram encontradas 

superexpressas no tumor quando comparado ao tecido normal adjacente; 

- As amostras tumorais de esôfago de pacientes com CEE apresentaram uma expressão 

significativamente maior da subunidade α7 quando comparadas com as de tecido normal 

adjacente de esôfago de pacientes com CEE e de amostras de esôfago de indivíduos saudáveis 

totais e de indivíduos saudáveis não tabagistas e não etilistas; 

- Foi observado que as amostras tumorais e de tecido normal adjacente de esôfago de 

pacientes com CEE apresentaram expressão significativamente maior do receptor CHRNB4 

quando comparadas com as amostras de esôfago de indivíduos saudáveis não tabagistas e não 

etilistas; 
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- A diferença de expressão da subunidade α5 entre o tecido tumoral e normal adjacente 

(Fold Change)  é maior quando o tumor acomete o terço inferior em comparação ao terço 

superior; 

- Com relação à sobrevida, aos 20 meses, 40% dos indivíduos com Fold Change de 

CHRNA5 maior que a mediana ainda estavam vivos enquanto todos os indivíduos com Fold 

Change menor ou igual à mediana já tinham ido a óbito. Já para a subunidade α7, sua 

expressão não foi capaz de impactar na sobrevida dos pacientes com CEE. Em ambas as 

subunidades, a análise não foi estatisticamente significativa; 

- A expressão de CHRNA5 foi capaz de distinguir o tumor da mucosa normal 

adjacente com 79% de sensibilidade e 52% de especificidade, porém não foi estatisticamente 

significativo. Já a subunidade α7 foi capaz de distinguir o tumor da mucosa normal adjacente 

com 63% de sensibilidade e 73% de especificidade, sendo estatisticamente significativo; 

- Foram observadas associações positivas entre as subunidades α3 e β4 no tecido 

normal adjacente ao tumor e no tecido tumoral; 

- O tratamento com a nicotina não foi capaz de afetar o número de células viáveis nas 

linhagens TE-1 e TE-11. Porém, as doses maiores de etanol foram capazes de reduzir o 

número de células viáveis em relação ao controle na linhagem TE-1; 

- Não foram encontradas diferenças de expressão de nenhuma das subunidades 

avaliadas nas linhagens TE-1 e TE-11, frente ao tratamento com nicotina ou etanol. 
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PERSPECTIVAS 

 

 

-  Avaliar a expressão protéica das subunidades de CHRNs nas amostras de esôfago saudável; 

- Aumentar o número de amostras de CEE para avaliação da expressão de RNAm das 

subunidades α3, α5, α7 e β4 e associação com os dados clínico-patológicos;  

- Incluir a linhagem A549 como controle positivo dos tratamentos, uma vez que já foi 

mostrado na literatura que a nicotina é capaz de afetar a expressão dos CHRNs nesta 

linhagem; 

- Curva de tempo (24h, 48h) para o tratamento agudo com nicotina (1 µM,  10 µM e 100 µM) 

e etanol (50 mM, 100 mM e 200 mM) das linhagens TE-1 e TE-11; 

- Tratamentos crônicos: tratamento das linhagens TE-1, TE-11 e A549 com nicotina (6 

semanas, dose baseada no tratamento agudo) ou etanol (96h, dose baseada no tratamento 

agudo); 

- Tratamento combinado com nicotina e etanol: dose e tempo baseados nos experimentos 

anteriores. 
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APÊNDICE A – Termo de consentimento informado (HUPE/UERJ) 

 

 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO 

DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA/SERVIÇO DE ENDOSCOPIA DIGESTIVA 

 

FOLHA DE CONSENTIMENTO INFORMADO 

 

Informações aos participantes 

 

Este estudo tem como objetivo investigar aspectos genéticos e da saúde de pacientes 

submetidos à endoscopia digestiva no Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE) e para 

isso pedimos a colaboração destes pacientes para responder um questionário e doar 5mL de 

sangue periférico (veia do braço). Pedimos também o consentimento para a utilização e 

fragmentos retirados do esôfago durante a endoscopia para que possamos efetuar as análises 

genéticas relevantes. O questionário e a coleta do material serão realizados por pessoas que 

fazem parte desta pesquisa e que são devidamente treinadas para este fim. 

Deixamos claro que a participação dos pacientes nesta pesquisa é voluntária, e as 

informações coletadas aqui, bem como os resultados das análises genéticas serão mantidos 

sob estrito sigilo e serão utilizados somente pela equipe interna que faz parte desta pesquisa. 

Toda a equipe que faz parte desta pesquisa agradece antecipadamente sua colaboração 

e se coloca à disposição para esclarecer quaisquer dúvidas que porventura apareçam. 

 

DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO 

 Eu declaro que concordo em participar desta pesquisa na condição de voluntário de 

acordo com os critérios acima expostos. 

 

Assinatura: _____________________________________________________________ 

 

Data: __________________________________________________________________ 
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APÊNDICE B – Questionário sobre hábitos (HUPE/UERJ) 

 

 

Nome do paciente: _________________________________________________________ 

 

 

Indicação clínica: __________________________________________________________ 

 

 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO 

DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA 

 

QUESTIONÁRIO SOBRE A SAÚDE DO ADULTO 
 

Tecido coletado: 

   

  - esôfago (      ) endoscopia  (      ) cirurgia 

   (      ) normal        (      ) tumor 

 

  terço: (      ) superior   (      ) médio    (      ) inferior 

 

  - sangue (      ) sim    (      ) não 

 

I- Identificação: 

 

 

Data da entrevista: _____ / _____ / _____ 

 

 

Nome do entrevistador: ________________________________________ 

 

 

Condição: Controle (   ) Caso (   ) 

 

 

Hospital/Serviço: _______________________ / ___________________________ 

 

 

Número de prontuário: ________________________________________________ 

 

 

Início da entrevista: ____ : ____ (horas : minutos) 
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II - Dados pessoais: 

 

 

Idade: _____ anos 

 

Data de nascimento: ____ / ____ / ____ 

 

Sexo: (      ) Feminino      (       ) Masculino 

 

 

Cor de pele (segundo entrevistador): 

1. (   ) branca                             4. (   ) oriental 

2. (   ) parda                               5. (   ) índio 

3. (   ) preta 

 

Tem ascendente índio (pais, avós e bisavós)?    (   ) Não   (   ) Sim   (   ) Não sabe informar 

 

 

Tem ascendente negro (pais, avós e bisavós)?      (   ) Não (   ) Sim (   ) Não sabe informar 

 

 

Qual o estado do Brasil que você nasceu? _______________________________________ 

Caso não tenha nascido no Brasil, qual o país? __________________________________ 

 

 

Endereço: ________________________________________________________________ 

 

 

Telefone: _______________________ (   ) residência  (   ) recado  (   )trabalho  (   )celular 

 _______________________ (   ) residência  (   ) recado  (   )trabalho  (   )celular 

 _______________________ (   ) residência  (   ) recado  (   )trabalho  (   )celular 

 

 

Onde o/a senhor/a mora* atualmente?  

(   ) zona rural   (   ) zona urbana (bairro: _________________) 

*Se for no município do Rio de Janeiro colocar o bairro 

 

 

Há quantos anos o/a senhor/a mora neste local? ____ anos 

 

 

O/a senhor/a já morou na zona rural (roça, sítio, chácara)? (   ) Não (   ) Sim (   ) Não sabe 

informar. 

 

 

Se sim, quantos anos? ____ anos 
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III. Informações sobre problemas de saúde 

 

 

Alguma vez já foi diagnosticado: 

 

Doença  
Com que 

idade? 
Usou remédio? Qual? 

Quanto 

tempo? 

Hipertensão arterial (    )  (    )  

Diabetes (    )  (    )  

Hipercolesterolemia/colesterol alto (    )  (    )  

Gastrite (    )  (    )  

Refluxo esofágico (    )  (    )  

Acalasia (    )  (    )  

Tilose (    )  (    )  

Doença de Chagas (    )  (    )  

Doenças no fígado (Hepatite, 

Esteatose – gordura no fígado, 

cirrose) 

(    )  (    )  

Pancreatite (    )  (    )  

Úlcera péptica (    )  (    )  

Gástrica  (    )  (    )  

Duodenal (    )  (    )  

Câncer (    )  (    )  

Que tipo? (    )  (    )  

Distúrbio emocional ou nervoso? (    )  (    )  

Outras (    )  (    )  

   (    )  

 

 

 

Somente para as mulheres: 

 

 

Faz ou fez terapia de reposição hormonal?    (   ) Não   (   ) Sim   (   ) Não sabe informar 

 

 

Usa anticoncepcionais?     (   ) Não   (   ) Sim   (   ) Não sabe informar 

 

 

Em caso afirmativo para a ou b, qual o medicamento utilizado? ______________________ 

 

 

Qual a idade da menarca? _______ anos 

 

 

Qual a idade da menopausa? _______ anos 
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IV. Dados sobre ocupação 

 

 

O/a senhor/a trabalha atualmente? (     ) sim     (     ) não 

Considerar sim o licenciado para tratamento clínico 

 

 

Se não, o senhor/a: 

(    ) nunca trabalhou                                        (    ) já trabalhou e é aposentado atualmente                         

(    ) já trabalhou mas não recebe  

aposentadoria 

 

 

Se sim, com que tipo de atividade?                                                          Por quanto tempo? 

 

___________________________________________                            ________________      

___________________________________________                            ________________      

___________________________________________                            ________________      

___________________________________________                            ________________      

 

 

 

Caso o senhor trabalhe ou tenha trabalhado, em seu ambiente profissional o/a senhor/a entra 

ou entrou em contato com alguns dos agentes ou processos abaixo: 

 

 

  Início (idade) Término (idade) Horas/dia 

Petróleo ou subprodutos (    )    

Material de tipografia (    )    

Amianto (    )    

Pesticidas (    )    

Alta temperatura (    )    

Raios x e outras radiações (    )    

Lavoura (    )    

Outros (    )    

     

     

 

 

 

V. Informações sobre renda e escolaridade 

 

 

Qual a renda habitual de sua família, incluindo salários, aposentadorias, pensões, aluguéis e 

outros rendimentos por mês?____________________ reais 

 

 

Quantas pessoas vivem desta renda? _______________ 
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Qual a sua escolaridade? 

 

(    ) não sabe ler e escrever           (    ) 2o grau completo              

(    ) primário completo                 (    ) 2o grau incompleto  

(    ) primário incompleto              (    ) superior completo 

(    ) 1o grau completo                   (    ) superior incompleto 

(    ) 1o grau incompleto                (    ) pós-graduação 

 

 

VI. Dados familiares 

 

 

Qual o seu estado conjugal atual?  

 

(    ) casado ou morando há mais de 6 meses com o mesmo/aparceiro/a  

(    ) separado ou divorciado 

(    ) viúvo 

(    ) nunca se casou 

 

 

Quantos irmãos o senhor/a tem ou teve? (incluir vivos e mortos) 

 

 

_____________ irmãos                      _____________ irmãs  

 

 

Quantos filhos o senhor/a tem ou teve? (incluir vivos e mortos) 

 

 

_____________ filhos                       _____________ filhas 

 

 

Somente para as mulheres: 

 

 

Quantas vezes a senhora engravidou? __________ 

 

 

Qual a sua idade ao ter seu 1o filho? ______ anos 

 

 

A senhora já passou por algum aborto? (   ) Não   (   ) Sim. Quantos? ______ 
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Para TODOS: 

 

Houve algum caso de tumor benigno na sua família?  (    ) sim       (    ) não      (    ) não sabe 

informar 

 

 

Houve algum caso de câncer na sua família?  (    ) sim       (    ) não      (    ) não sabe informar 

 

 

Se sim, em que familiar e que tipo de tumor benigno ou de câncer? 

 

 

Tumor (benigno ou 

maligno) 

Parentesco Tecido 
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VII. Informações sobre tabagismo 

 

O senhor se enquadra, em relação a o hábito de fumar, em que condição: 

 

(    ) fuma atualmente pelo menos 1 cigarro por dia durante um período mínimo de 3 meses  

(    ) parou de fumar há pelo menos 1 ano 

(    ) nunca fumou 

 

 

Com que idade o senhor/a começou a fumar? ____________ anos 

 

Se parou de fumar, com que idade? ________________ anos 

 

 

Qual a quantidade e duração do hábito de fumar? 

 

Tipo Idade início Idade que parou Quantidade diária 

Cigarro com filtro    

Cigarro sem filtro    

Cigarro de palha    

Charuto    

Cachimbo    

Narguilé    

 

 

Durante toda a sua vida, você já viveu com alguém que fumava regularmente dentro de casa?  

 

(    ) sim       (    ) não      (    ) não sabe informar 

 

 

Se sim, preencher a tabela a seguir: 

 

Parentesco 
Tipo de 

fumo 

Quantos anos 

essa pessoa 

morou com 

você? 

Essa pessoa 

fumou por todo 

o período em 

que vocês 

viveram juntos? 

Durante 

quantos anos 

essa pessoa 

fumou? 

Qual era o 

hábito de 

fumar dessa 

pessoa? 

   (  ) Sim 

(  ) Não 

(  ) Não lembra 

 (  ) Diário 

(  ) Ocasional 

(  ) Não lembra 

   (  ) Sim 

(  ) Não 

(  ) Não lembra 

 (  ) Diário 

(  ) Ocasional 

(  ) Não lembra 

   (  ) Sim 

(  ) Não 

(  ) Não lembra 

 (  ) Diário 

(  ) Ocasional 

(  ) Não lembra 
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VIII. Informações sobre peso e alimentação 

 

Qual o seu peso atual? ____________ 

E sua altura atual? ________________ 

 

Qual foi seu peso máximo? _________________ (excluir os períodos de gestação) 

 

Quantos anos tinha quando atingiu seu peso máximo? _______________ 

 

 

IX. Informações sobre etilismo 

 

Costuma ingerir bebida alcoólica? (    ) Sim     (    ) Não 

 

 

Se bebe ou bebeu por 6 meses ou mais,  com que freqüência bebe/ia? 

 

(    ) 1 vez por dia  ou mais                                         (    ) 1 vez por semana 

(    ) 5 a 6 vezes por semana                                       (    ) 1 a 3 vezes por mês  

(    ) 2 a 4 vezes por semana                                       (    ) nunca ou quase nunca 

 

 

Quando foi que o(a) senhor(a) bebeu pela última vez? __________ dias 

 

Qual a bebida alcoólica que o senhor/a costuma/va tomar? 

 

Tipo Quantidade diária 

cerveja  

vinho  

pinga  

vodka  

uísque  

conhaque  

 

Com que idade começou a beber? ____ anos (   ) não lembra 

 

 

Se parou de beber, com que idade parou? ____ anos(   ) não lembra 

 

 

Por que parou? 

 

(   ) indicação médica  (   ) doença  (   ) outros  ____________________________________ 

 

 

Com que faixa etária o/a senhor/a bebia mais? 

 

(   ) de 15 a 19 anos   (   ) de 20 a 29   (   ) de 30 a 39   (   ) 40 ou mais 
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Recordando seu hábito alimentar 

 

 

Mudou sua alimentação no último ano, antes do tratamento atual?   (   ) Sim    (   ) Não 

 

Se SIM, por que motivo? 

 

(   ) por estar doente                      (   ) para engordar 

(   ) religião                                   (   ) alergia alimentar 

(   ) para emagrecer                       (   ) outros ________________________ 
 

 

Que tipo de mudança ocorreu na sua alimentação? ________________________________ 

 

 

As perguntas seguintes devem considerar os hábitos anteriores à mudança na 

alimentação: 

 

O/a senhor/a costuma: 

 

Tomar café da manhã (    ) 

Lanchar entre o café e o almoço (    ) 

Almoçar (    ) 

Lanchar à tarde (    ) 

Jantar (    ) 

Lanchar após o jantar (    ) 

 

 

Com que freqüência costuma consumir queijo light, requeijão light, iogurte diet ou light? 

 

(    ) 1 vez por dia  ou mais                                     (    ) 1 vez por semana 

(    ) 5 a 6 vezes por semana                                   (    ) 1 a 3 vezes por mês  

(    ) 2 a 4 vezes por semana                                   (    ) nunca ou quase nunca 
 

Quanto da gordura visível da carne o/a senhor/a costuma tirar antes de comer? 

(    ) tira toda a gordura visível                                          (    ) não tira a gordura 

(    ) tira a maior parte                                                       (    ) não come carne 

(    ) tira pequena parte da gordura                                    (    ) não sabe 
 

O/a senhor/a costuma comer a pele do frango?   (   ) sim    (   ) não 

 

Quando o/a senhor/a come frango ou carne fritos eles têm aparência externa: 

 

(    ) bastante escura ou tostado                                           (    ) pouco tostado 

(    ) tostado médio                                                              (    ) mal passado 

(    ) não come 
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Quando come churrasco, a aparência externa da carne que você come: 

 

(    ) bastante escura ou tostada                          (    ) bem clara 

(    ) tostada médio                                             (    ) não come  

(    ) pouco tostada 

 

Costuma utilizar com maior freqüência: 

(    ) manteiga                           (    ) ambas 

(    ) margarina                         (    ) não utiliza nenhuma 

 

Se utiliza margarina, ela é do tipo light? (   ) sim    (   ) não 

 

 

Costuma comer frituras? (   ) sim    (   ) não 

 

 

Com que freqüência?   

 

(    ) 1 vez por dia  ou mais                             (    ) 1 vez por semana 

(    ) 5 a 6 vezes por semana                           (    ) 1 a 3 vezes por mês  

(    ) 2 a 4 vezes por semana                           (    ) nunca ou quase nunca 
 

 

Que tipo de gordura costuma utilizar para cozinhar?  

 

(    ) banha                                                       (    ) óleo de girassol  

(    ) manteiga                                                  (    ) óleo de canola 

(    ) óleo de soja                                              (    ) azeite 

(    ) óleo de milho                                           (    ) não sabe 
 

 

Com que freqüência costuma utilizar azeite? 

 

(    ) 1 vez por dia  ou mais                              (    ) 1 vez por semana 

(    ) 5 a 6 vezes por semana                            (    ) 1 a 3 vezes por mês  

(    ) 2 a 4 vezes por semana                            (    ) nunca ou quase nunca 

 

 

Costuma tomar chimarrão? (   ) sim    (   ) não 

 

 

Qual o volume por vez?  

 

(    ) uma xícara                                                (    ) mais de 2 xícaras 

(    ) 2 xícaras 
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Com qual temperatura? 

 

(    ) gelado                                                       (    ) quente 

(    ) temperatura ambiente                               (    ) muito quente 

(    ) morno 

 

 

Costuma tomar mate? (   ) sim    (   ) não 

 

 

Qual o tipo de mate?  (   ) industrializado    (   ) caseiro 

 

 

Costuma tomar outros tipos de chá? (   ) sim    (   ) não      Qual tipo? __________________ 

 

 

Qual o volume por vez? 

 

(    ) uma xícara                                               (    ) mais de 2 xícaras 

(    ) 2 xícaras 

 

 

Com qual temperatura? 

 

(    ) gelado                                                          (    ) quente 

(    ) temperatura ambiente                                  (    ) muito quente 

(    ) morno 

 

 

Quando o/a senhor/a bebe café, café com leite ou leite com chocolate, qual é a temperatura? 

(    ) gelado                                                          (    ) quente 

(    ) temperatura ambiente                                  (    ) muito quente 

(    ) morno 
 

Qual o tipo de leite que o/a senhor/a costuma utilizar? 

 

(    ) integral                                                        (    ) semi-desnatado 

(    ) desnatado                                                    (    ) nunca toma leite 
 

Costuma ingerir sopa? (   ) sim    (   ) não 

 

Com qual temperatura? 

 

(    ) gelado                                                          (    ) quente 

(    ) temperatura ambiente                                  (    ) muito quente 

(    ) morno 
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Nos dias frios, de que maneira você prefere ingerir as bebidas: 

(    ) prefere não esquentar e tomar frio              (    ) prefere beber muito quente          

(    ) prefere beber morno                                   (    ) prefere beber fervendo          

(    ) prefere beber quente 

 

 

 

 

X- Para o entrevistador 

 

 

Final da entrevista: ___:____ 

 

 

A cooperação do/a entrevistado/a foi: 

 

(    ) muito boa                                                    (    ) regular          

(    ) boa                                                              (    ) ruim          

 

 

Observações: 
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APÊNDICE C - Termo de consentimento informado (INCA) 

 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 1 

Projeto de Pesquisa “Marcadores Moleculares de Tumores Secundários de Esôfago em 

Pacientes com Carcinoma de Células Escamosas em Cabeça e Pescoço: Uso Potencial no 

Diagnóstico Precoce e na Terapêutica de Rotina” (CEE) 

 

Nome do Voluntário: ________________________________________________ 

 

Você é um paciente matriculado no INCA com diagnóstico confirmado de câncer de 

esôfago e, em breve, será submetido a um tratamento que poderá ser cirúrgico ou não 

(Quimioterapia/Radioterapia). Para seu estudo e planejamento terapêutico será necessária a 

realização de uma Endoscopia Digestiva Alta (exame para avaliar características do seu tumor 

como tamanho, localização, etc.). Por isso está sendo convidado a participar de um projeto de 

pesquisa que envolve a coleta de uma biópsia do seu tecido tumoral, de tecido normal 

próximo ao tumor (quando possível) e uma amostra do seu sangue. Esta biópsia poderá ser 

realizada no momento em que for feita sua EDA e/ou no momento da cirurgia (caso seja 

indicado o tratamento cirúrgico). Para que você possa decidir se quer participar ou não deste 

projeto, precisa conhecer seus benefícios, riscos e consequências. Após receber todas as 

informações abaixo você poderá fornecer seu consentimento por escrito, caso queira 

participar. 

 

PROPÓSITO DO PROJETO DE PESQUISA 

Este projeto de pesquisa é um esforço conjunto entre pesquisadores para utilizar os 

recentes avanços na medicina na tentativa de diagnosticar precocemente casos de câncer de 

esôfago que surgem como segundos tumores primários (um segundo tumor que ocorre em 

alguns pacientes que já tiveram câncer de cabeça e pescoço). Tanto os tumores de esôfago 

quanto os de cabeça e pescoço são muito comuns em nosso país e frequentemente causam a  
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morte desses indivíduos. Para que você possa decidir se quer participar ou não deste projeto 

de pesquisa, precisa conhecer seus benefícios, riscos e implicações. 

OBJETIVOS DO PROJETO DE PESQUISA 

Os objetivos deste projeto são a comparação das alterações moleculares entre câncer de 

cabeça e pescoço e câncer de esôfago buscando descobrir marcadores moleculares com maior 

eficiência para o diagnóstico precoce do câncer de esôfago ou identificar os indivíduos que 

possuem um alto risco de desenvolver um segundo tumor. 

PROCEDIMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA 

Se concordar em participar deste projeto será necessário coletar amostras do tumor, e 

quando possível, do tecido normal próximo à lesão. Esta coleta poderá ser realizada na 

endoscopia digestiva alta e/ou durante o procedimento cirúrgico. Este procedimento não 

comprometerá o diagnóstico e não irá interferir no tratamento. Além disto, será coletada uma 

pequena amostra de sangue, o equivalente a duas colheres de sopa, para futuras pesquisas. 

Para realizar a endoscopia, todo paciente precisa que seja puncionada uma veia do braço com 

uma agulha para a aplicação de soro e medicamentos. Nesse momento aproveitaremos a 

punção para a coleta do sangue. 

Ao concordar em participar deste projeto, os pesquisadores participantes consultarão 

seus registros do prontuário e poderão utilizar para pesquisas parte do material coletado que 

foi armazenado.   

MÉTODOS ALTERNATIVOS 

Caso você não deseje participar deste projeto de pesquisa, basta que você não assine 

este Termo de Consentimento, e nenhuma amostra será utilizada nem os seus registros 

médicos serão consultados. 
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RISCOS 

O seu tratamento será exatamente o mesmo caso você participe ou não deste projeto de 

pesquisa. Não haverá risco adicional para a obtenção de amostras para o presente projeto.  

BENEFÍCIOS 

 Não haverá benefícios imediatos a você, porém a sua participação nesse projeto de 

pesquisa poderá contribuir para o entendimento de casos como o seu no futuro. Este projeto 

poderá, no entanto, resultar em benefícios para outros pacientes que terão o diagnóstico de 

câncer de esôfago e que irão fazer o tratamento.  

ACOMPANHAMENTO, ASSISTÊNCIA E RESPONSÁVEIS 

 

 Durante o projeto você terá o acompanhamento normal junto ao seu médico do INCA 

que é responsável pela sua assistência. Além disso, a Dra Izabela Costa da Cirurgia de Cabeça 

e Pescoço (tel: 3207-6782), o Dr. Eduardo Pinto, da cirurgia abdominopélvica (tel: 3207-

1161) e o pesquisador responsável pelo projeto, Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto (tel: 3207-

6560), estarão disponíveis para esclarecer eventuais dúvidas.  

CARÁTER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS 

Além da equipe de saúde que cuidará de você, seus registros médicos poderão ser 

consultados pelo Comitê de Ética em Pesquisa e equipe de pesquisadores envolvidos.  As 

amostras de tecido serão processadas de tal forma que sua privacidade e identidade sejam 

preservadas. Seu nome não será revelado ainda que as informações de seu registro médico 

sejam utilizadas para propósitos educativos ou de publicação, que ocorrerão 

independentemente dos resultados obtidos. 
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TRATAMENTO MÉDICO EM CASO DE DANOS 

Caso haja a necessidade de atendimento médico, durante ou após este projeto, este 

ficará a cargo da instituição. Seu tratamento e acompanhamento médico independem de sua 

participação neste projeto de pesquisa. 

CUSTOS  

Se você concordar com o uso das amostras biológicas conforme escrito acima, é 

necessário esclarecer que você não terá qualquer custo ou forma de pagamento pela 

participação no projeto de pesquisa. A participação no projeto é voluntária e você não sofrerá 

nenhuma penalidade caso não autorize a sua participação. Todo o seu tratamento e 

acompanhamento médico serão os mesmos, independente de sua decisão de autorizar ou não a 

participação no projeto. 

BASES DA PARTICIPAÇÃO 

É importante que você saiba que a sua participação neste projeto de pesquisa é 

completamente voluntária e que você pode recusar-se a participar ou interromper sua 

participação a qualquer momento sem penalidades ou perda de benefícios aos quais você tem 

direito. Em caso de desistência, a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta de 

amostras para os exames relativos ao estudo será imediatamente interrompida. 

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS 

Nós estimulamos a você ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento 

durante o andamento desse projeto de pesquisa. Neste caso, por favor, ligue para o Dr. Luis 

Felipe Ribeiro Pinto no telefone (21) 3207-6560. Se você tiver perguntas com relação a seus 

direitos como participante desse projeto de pesquisa, também pode contar com uma terceira 

pessoa imparcial, o Comitê de Ética em Pesquisa do INCA, Rua André Cavalcanti 37, 

telefone (21) 3207-6551. Email: CEP@inca.gov.br 
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DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA 

 

Li as informações acima e entendi o propósito deste projeto de pesquisa assim como 

os benefícios e riscos potenciais da participação no mesmo. Tive a oportunidade de fazer 

perguntas e todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu 

consentimento para participar neste projeto de pesquisa e: 

 

(    ) Expresso que desejo ser reconvocado a oferecer um novo consentimento para 

cada projeto que venha a utilizar agora, ou no futuro, material biológico coletado 

pelo presente projeto de pesquisa, indicando as pessoas abaixo relacionadas 

como representantes em caso de incapacidade minha para  prover tal 

consentimento: 

 

____________________________________________(NOME EM LETRA FORMA) 

____________________________________________(GRAU DE PARENTESCO) 

____________________________________________(TELEFONE) 

 

____________________________________________(NOME EM LETRA FORMA) 

____________________________________________(GRAU DE PARENTESCO) 

____________________________________________(TELEFONE) 
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(    )  Não gostaria de ser reconvocado a oferecer um novo consentimento para cada 

projeto de pesquisa que venha a utilizar agora, ou no futuro, material biológico 

coletado pelo presente projeto de pesquisa. 

Entendo que não receberei compensação monetária por minha participação neste 

projeto. 

 

Eu recebi uma cópia assinada deste formulário de consentimento. 

 

__________________________________         ____ / _____ / _____ 

(Assinatura do Paciente)                                       dia      mês      ano 

 

_______________________________________________________  

(Nome do Paciente – letra de forma) 

 

 

__________________________                         ____ / ____ / _____ 

(Assinatura de Testemunha, se necessário)          dia     mês     ano 

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste projeto ao 

paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente. 

__________________________________________            ____ / ____ / ____ 

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento)              dia     mês    ano 
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APÊNDICE D – Prontuários - INCA 
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ANEXO A – Carta de aprovação do projeto sob o número 416 (CEP/HUPE) 
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ANEXO B – Carta de aprovação do projeto sob o número 116/11 pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do INCA  

 

 

 

 


