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RESUMO

NICOLAU, Marina Chianello. Caracterizacdo da expressao génica dos receptores
colinérgicos nicotinicos (CHRNS) no epitélio esofagico normal e em carcinoma epidermdide
de esofago. 2015. 144f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

O céancer de esbfago (CE) € uma doenca extremamente agressiva e € um dos tumores
mais incidentes e letais no Brasil e no mundo, sendo o carcinoma epidermoide de esdfago
(CEE) o principal subtipo histoldgico, apresentando como principais fatores de risco o
etilismo e o tabagismo na populacgéo ocidental. A exposi¢cdo concomitante desses dois fatores
representa um risco multiplicador para o desenvolvimento de CEE, sendo que o fumo parece
ter um papel importante tanto na inicia¢cdo quanto na promocao do tumor, enquanto o alcool
teria um papel mais relevante na promocdo. Componentes do tabaco, como a nicotina e as
nitrosaminas sdo potentes carcindgenos e agonistas de alta afinidade dos receptores
colinérgicos nicotinicos (CHRNSs), podendo atuar ativando vias de sinalizacdo celular
fundamentais para a progressdo tumoral. Pouco se sabe sobre a expressdao e regulacdo dos
CHRNSs na mucosa esofagica e no processo de carcinogénese desse tecido. Assim, o objetivo
desse trabalho foi analisar a expresséo génica dos CHRNs no epitélio esofagico normal e em
CEE, bem como sua regulacédo pelos fatores de risco associados ao tumor. Foi observado que
as subunidades a3, a5, a7 e B4 sdo expressas no epitélio esofagico saudavel humano enquanto
as subunidades al, a4, a9 e al0 apresentaram baixa ou nenhuma expressao nesse mesmo
tecido. Além disso, foram encontradas diferencas de expressao das subunidades a3 e a7 em
individuos etilistas e tabagistas quando comparados com individuos nao-etilistas (subunidade
a3) e ndo-tabagistas (subunidade 7). Nas amostras de CEE, as subunidades CHRNAS e
CHRNA7Y foram encontradas superexpressas no tumor quando comparado ao tecido normal
adjacente e observou-se diferenga de expressao da subunidade a7 no tumor comparado com o
tecido saudavel e a subunidade 4 apresentou-se mais expressa no tecido tumoral e no tecido
normal adjacente ao tumor do que no epitélio esofagico saudavel. Entretanto, ndo foram
encontradas diferencas de expressdo de nenhuma das subunidades avaliadas nas linhagens
CEE quando submetidas a tratamento com nicotina ou etanol. Os resultados obtidos sugerem
uma participacdo dos CHRNs na fisiologia do epitélio esofagico e que os fatores de risco
associados ao desenvolvimento de CEE parecem ser capazes de afetar a expressdo desses
receptores no epitélio esofagico.

Palavras-chave: Receptores colinérgicos nicotinicos. Eséfago. Carcinoma epidermdide de

esdfago. 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. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara 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 CHRNSs 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
CHRNSs in esophageal mucosa and carcinogenesis process. Thus, the objective of this study
was to analyze the expression of CHRNSs 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, a3, a5,
a7 and B4 subunits are expressed in human normal esophagus whereas al, o4, a9 e al0
subunits showed very low or no expression in the same tissue. Besides, there were differences
in the expression of a3 and a7 subunits in alcoholic and smokers when compared with non-
alcoholic (a3 subunit) and nonsmokers (a7 subunit). Regarding ESCC analyses, CHRNA5 and
CHRNAY were found overexpressed in tumor tissues when compared to surrounding mucosa.
There were differences in the expression of a7 subunit in tumor tissues compared to healthy
tissue and of B4 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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INTRODUCAO

Cancer de esdfago

O cancer de esdfago (CE) é responsavel por 7% de todas as neoplasias malignas do
trato gastrointestinal, além de ser o oitavo tipo de cancer mais comum em todo o mundo e a
sexta causa mais comum de morte por cancer (Lehrbach et al., 2003; Kuwano et al., 2005;
Ferlay et al., 2013), sendo a incidéncia mundial de CE em homens mais que o dobro da
incidéncia em mulheres (razdo 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 incidéncia e mortalidade muito proximas, sendo a
razdo entre mortalidade e incidéncia anual de 0,87, demonstrando sua alta agressividade e
letalidade (Ferlay et al., 2013).

Menos de 20% dos pacientes acometidos por esta doenga tém uma sobrevida maior
gue cinco anos apds seu diagndstico (Cohen e Ajani, 2011). Este fato é consequéncia do
diagnostico tardio, uma vez que 0s sintomas sé aparecem em estadios bem avancados da
doenca. Somente quando 50 a 75% da luz esofégica esta obstruida, o paciente apresenta
disfagia (dificuldade de engolir), sendo normalmente o primeiro sintoma apresentado (Stein et
al, 2001), o que resulta na ineficacia do tratamento (McLarty et al., 1997; Allen et al., 1997
Ribeiro Pinto et al., 2003).
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Figura 1: Representacdo das taxas estimadas, ajustadas por idade, de incidéncia e mortalidade

dos tumores mais frequentes no mundo.
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Legenda: A - taxas de incidéncia e mortalidade para individuos do sexo masculino. B - taxas de incidéncia e
mortalidade para individuos do sexo feminino. ASR (W): Taxa ajustada por idade.

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2012 — IARC.

O CE apresenta uma ampla distribuicdo geografica quanto a sua incidéncia, com

regides de alto risco de desenvolvimento do tumor bem proximas a regides de baixo risco

(Figura 2) (Eslick, 2009). Isso € consequéncia da forte influéncia de fatores sdcio-ambientais

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

principais regides acometidas pelo CE, com 83% dos casos e 86% dos dbitos decorrentes da
doenca (Parkin et al., 2005; Eslick, 2009; Jemal et al., 2011).



26

Figura 2: Distribuicao geografica da incidéncia de cancer de es6fago no mundo para ambos 0s
SeX0S.

Incidéncia ASR
Ambos os sexos

Cancer de Eséfago
- 51+
. 3.0-51
| 18-3.0
7 1.0-18
1 <10

Sem Dado

Fonte: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Legenda: Azul mais escuro representa regides de alta incidéncia e azul mais claro, regides de baixa incidéncia.

ASR: Taxa ajustada por idade.
Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2012 — IARC.

As taxas de incidéncia variam até 16 vezes entre regifes de alta e baixa incidéncia. As
regides de alta incidéncia sdo regides como o sudeste da Africa (Quénia), leste da Asia (do
norte do Ird até a China, regido conhecida como cinturdo asiatico do cancer de eséfago), no
sul da América do Sul (Brasil e Uruguai, por exemplo), alguns paises desenvolvidos (Franca e
Inglaterra) e regiGes de baixa incidéncia sdo encontradas, por exemplo, na América Central

(Parkin et al., 2005; Eslick, 2009; Jemal et al., 2011) (Figura 3).
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Figura 3: Gréafico representando as taxas de incidéncia e mortalidade de cancer de eséfago
ajustadas por idade, sexo e regido mundial.
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Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2012 - IARC.

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), para o ano de 2014, no
Brasil, eram esperados 8.010 novos casos de cancer de esdfago 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 cancer mais incidente entre os homens e o décimo
quinto em incidéncia entre as mulheres. Além disso, o cancer de eséfago em homens é o
quinto mais frequente na regido Sul (15,97/100 mil), o sexto na regido Centro-Oeste (6,88/
100 mil), o sétimo nas regides Sudeste (9,45/ 100 mil) e Nordeste (4,50/100 mil), e 0 11° na
regido Norte (1,88/100 mil). Para as mulheres, é o 13° mais frequente nas regides Sul
(5,27/100 mil), Sudeste (2,86/100 mil) e Nordeste (1,80/100 mil). J& nas regides Centro-Oeste
(2,39/100 mil) e Norte (0,67/100 mil), é 0 14° (Figura 4) (INCA, 2014).
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Figura 4: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de eséfago por 100
mil individuos, estimadas para o ano de 2014.

A Representagio espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil homens, estimadas para o Ly Representagéo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mutheres, estimadas para o
ano de 2014, segundo Unidade da Federagdo (neoplasia maligna do esdfago) ano de 2014, segundo Unidade da Federagéo (neoplasia maligna do eséfago)
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Legenda: A - Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de es6fago em individuos do sexo
masculino. B - Representagdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de esdfago em
individuos do sexo feminino. Os tons mais escuros de verde e roxo representam as regifes de maior
incidéncia enquanto que os tons mais claros, regides de menor incidéncia.

Fonte: INCA, 2014,

O céncer de esdfago apresenta dois subtipos histologicos principais, o adenocarcinoma
de es6fago (ADE) e o carcinoma epidermdide de esd6fago (CEE). Esses subtipos diferem em
caracteristicas histopatoldgicas e clinicas, etiologia, distribuicdo geografica, populacao
acometida, entre outros aspectos (Queiroga e Pernambuco, 2006; Hongo, 2009).

O ADE esta intimamente relacionado a regides desenvolvidas, como por exemplo,
Europa Ocidental e os Estados Unidos, devido aos fatores de risco associados. Porém,
recentemente, tem havido um rapido crescimento da sua incidéncia em paises em
desenvolvimento, devido principalmente as mudancas nos habitos. Dentre eles, o consumo de
alimentos ricos em gordura e 0 aumento da média de peso dessas populacdes, 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 es6fago de Barret especializado ou
intestinal, uma condicdo pré-maligna na qual o epitélio normal do esé6fago € substituido por
um epitélio metaplasico colunar (Spechler et al., 1994). O es6fago de Barret se origina em
pacientes que sofrem de refluxo gastro-esofagico cronico, condicdo 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 0 ADE, mas o etilismo mostrou estar pouco relacionado

a génese da doenca (Toh et al., 2010). O ADE acomete principalmente o terco inferior do
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esdfago, enquanto o CEE ocorre mais frequentemente em células escamosas que revestem 0s
tercos superior e médio (Enzinger e Mayer, 2003).

O CEE é o subtipo histolégico de CE mais frequente, correspondendo a mais de 90%
dos casos de cancer de es6fago no mundo. O CEE apresenta sua maior incidéncia em paises
em desenvolvimento, como o Brasil, onde este também é o subtipo mais frequente (Parkin et
al., 2005; INCA, 2014 ). Além disso, apresenta uma grande variacao da incidéncia de acordo
com a distribui¢do geografica, sendo possivel encontrar areas de alto e baixo risco localizadas
em regides proximas (Smeds et al., 2002). As areas de maior incidéncia deste tipo de cancer
sdo: China (21/100.000 habitantes), América do sul (13/100.000 habitantes), Oeste Europeu
(11/100.000 habitantes), Africa do sul (10/100.000 habitantes), Japdo (9/100.000 habitantes) e
algumas regides da antiga Unido Soviética (8/100.000 habitantes). Dentro destas grandes
areas sdo identificadas regiGes menores, nas quais a incidéncia de CEE pode ser de 10 a 50
vezes maior, tais como regides que incluem o centro e o norte da China, sul da Tailandia,
norte da Italia, regides montanhosas do Japdo, parte da costa do Ird, certas provincias da
Franca (Pickens e Orringer, 2003) e regido sul do Brasil (Corley e Buffler, 2001).

Diversos estudos epidemiologicos apontam que o etilismo e o tabagismo sdo os
principais fatores de risco para o desenvolvimento de CEE. Em paises ocidentais, 0 consumo
concomitante desses dois fatores representa um risco multiplicador (IARC, 1986;
Castellsagué et al., 1999). Além disso, hd a sugestdo de que o fumo tenha um papel
importante tanto na iniciacdo quanto na promocao do tumor, enquanto o alcool teria um papel
mais relevante na promocdo. Isso porque ap6s 10 anos de abstinéncia de alcool o risco retorna
aos valores dos abstémios, enquanto ap6s 10 anos sem tabaco o risco diminui apenas 50%
(Castellsagué et al., 1999).

Todavia, ha outros fatores que contribuem para a génese do CEE. A contaminacédo de
alimentos por nitrosaminas, potentes carcindgenos que apresentam tropismo pelo eséfago
(Lijinsky, 1992), a desnutricdo e o consumo de ch& quente estéo envolvidos na etiologia deste
cancer em alguns paises, como a China e a India. No Ird, além da desnutricio e da ingestéo de
cha quente, o consumo de 6pio é um importante fator de risco para o desenvolvimento de
CEE. No Japdo, apenas o consumo de cha quente parece ter relacdo direta (Tuyns, 1979;
Sepehr et al., 2001). Ja na regido sul do Brasil, area de alta incidéncia, além do consumo de
bebidas alcodlicas e tabaco, ha também o consumo do “chimarrdo” (chd 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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Histéria Natural do CEE

A histéria natural proposta para o desenvolvimento de CEE se baseia no seguinte
modelo: depois de uma exposicdo de longo prazo do individuo aos agentes etioldgicos, ocorre
transformacdo neopléasica na mucosa esofdgica que € raramente detectada nos estadios
iniciais. Quando a terapia curativa é possivel, a cirurgia (uma mucosectomia para excisdo do
tumor in situ) é o tratamento primario (Chen et al., 1999). Porém, na maioria dos pacientes, o
tumor é detectado em estadios avancados, quando a quimiorradioterapia seguida ou ndo por
esofagectomia sdo os procedimentos empregados. Entretanto, a maioria dos pacientes nao
apresenta uma melhora da sobrevida a longo prazo (da Costa et al., 2013).

Intervencbes podem ocorrer como prevencao primaria, através de identificacdo e
diminuicdo da exposicdo aos principais fatores etiologicos (etilismo e tabagismo), enquanto
que a prevencdo secundaria pode ocorrer por meio de programas de rastreamento. A
prevencao terciaria ocorreria através da deteccdo CEE em estagios iniciais e intervencdo
curativa, como a esofagectomia, e a quaternaria permitiria ao paciente uma melhor qualidade

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

Figura 5: Historia natural do CEE. Progressdo de CEE ao longo do tempo e os diferentes
momentos de intervencgdo para a prevencao e o diagnéstico da doenca.
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Tumoral precoce avangado

Fonte: Adaptado de da Costa et al., 2013.
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Conforme supracitado, a intervencdo primaria pode ocorrer através de um melhor
entendimento e identificacdo de fatores etioldgicos associados ao desenvolvimento de CEE,
principalmente o tabagismo e o etilismo. No ocidente, a alta incidéncia de CEE entre homens
é em geral de 3 a 10 vezes maior que em mulheres, provavelmente devido aos habitos de
ingerir bebidas alcodlicas e de fumar serem mais prevalente no sexo masculino. No entanto,
h& um crescente aumento do habito de fumar entre o sexo feminino, promovendo um aumento
no nimero de casos de cancer de es6fago entre as mulheres ocidentais, a semelhanca do que
vem acontecendo com o cancer de pulméo (INCA, 2009).

O consumo do tabaco é uma das principais fontes de exposicéo a agentes cancerigenos
conhecidos e esta intimamente relacionado as mortes por varios tipos de cancer. A fumacga do
tabaco contém potentes carcinégenos como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
metabolitos 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 mutacOes e, consequentemente, levar ao
desenvolvimento de um tumor. Além disso, esses componentes do tabaco podem ainda atuar
via receptores colinérgicos nicotinicos (CHRNSs) que ativam vias de sinalizacdo celular
fundamentais para a progressdo do cancer, como por exemplo, proliferacdo celular,

angiogénese, inibigcdo da apoptose e migracdo tumoral (Lee et al., 2011).

Receptores colinérgicos nicotinicos

Os receptores colinérgicos nicotinicos (CHRNSs) sdo representantes classicos da
superfamilia de proteinas ligantes de canais i6nicos que Sao responsaveis por transmissoes
sinapticas rapidas e medeiam o influxo de Na* e Ca*? e o efluxo de K*. S&o compostos por
cinco subunidades que podem ser homdlogas (homopentdmeros) ou diferentes
(heteropentameros) em torno de um canal idnico (ltier et al, 2001; Zouridakis, et al, 2009;
Grando, 2014).

Os CHRNSs possuem dois tipos de subunidades diferentes caracterizadas: a e B, sendo
que nove tipos diferentes das subunidades a (a2 - al0) e trés tipos da subunidade B (32 — f4)
ja foram descritos. As subunidades a so sitios principais de ligagdo ao agonista COmM exce¢ao

da subunidade a5 que, junto com as subunidades P, sdo subunidades estruturais. Além disso,



32

as subunidades [ regulam a taxa de ligagéo e dissociacdo de agonistas (Papke, 1993). Em
humanos, ja foram descritas 16 subunidades diferentes: al-7 (a7 € seletiva para célcio), a9-
10, B1-4, 6, € (adulto), y (fetal) (Zouridakis, et al, 2009).

Subtipos dos CHRNs

Os CHRNs sdo pentameros compostos por diferentes subunidades, conforme
supracitado, em que em cada subunidade tem quatro dominios transmembranares e estrutura
topoldgica similar (Grando, 2014) (Figura 6). Os CHRNs encontram-se hna membrana
plasmatica, tendo sido inicialmente identificados no sistema nervoso (ganglios autbnomos e
ganglios sensoriais e no sistema nervoso central) e em jungdes neuromusculares. Assim, séo
classificados nos subtipos neuronal e muscular, sendo que este Ultimo pode ainda estar
presente em tecidos ndo neuronais ou tecidos ndo-musculares (Sobel et al., 1977; O’Brian et
al., 1972; Karlin, 1974; Galzi et al, 1991).

Figura 6: Exemplo de composicdo de diferentes subunidades dos receptores colinérgicos
nicotinicos e a estrutura detalhada da subunidade o que interage com o ligante.

A Exemplo de composicio dos CHENs | B

(ce1),, Bl,8eyou £

Legenda: A - Exemplo de composicdo das diferentes subunidades dos receptores colinérgicos nicotinicos. Os
sitios de interagdo ao agonista estdo localizados na interface entre duas subunidades. Além disso, ha a
subunidade estrutural ndo envolvida na interacdo com o ligante. B - Estrutura detalhada da subunidade
a que interage com o ligante. Os quatro dominios transmembranares hidrofébicos sdo designados M1-
M4. O sitio de interagdo ao agonista estd localizado na extremidade amino-terminal. Os sitios de
fosforilacdo para as quinases estdo 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 neurdnios, podem ser compostos por cinco subunidades idénticas a7, o8
(ndo encontrado em humanos) ou o9 (CHRNs homomeéricos), ou podem ainda ser
constituidos por combinacdes das subunidades a2 até a6 ou 10 com as subunidades f2-p4
(CHRNSs heteroméricos). As subunidades a7, a4 ¢ B2 sdo predominantes em cérebro de
mamiferos, sendo que os homopentdmeros a7 sdo os receptores mais abundantes. J& 0S
CHRNSs do tipo muscular podem ser compostos por combinagdes da subunidade ol com as
subunidades B1, y e & em musculos em desenvolvimento, sendo que a subunidade y ¢
substituida pela subunidade &€ em musculos maduros (Conti-Tronconi, et al., 1994; Portugal e
Gould, 2008; Zouridakis, et al, 2009). Ambas as familias de CHRNSs sdo expressas em células
tumorais malignas (Wessler e Kirkpatrick, 2008). A Figura 7 apresenta os subtipos dos
CHRNs.

Figura 7: Composicao das subunidades dos subtipos de receptores colinérgicos nicotinicos
musculares e neuronais.

CHRN s - Heteropentameros Humanos CHRNSs — Homopentimeros Humanos
Tipo Muscular: (01),, B1, 8 Tipo Neuronal: {ce2, 03, a4 oun Subunidades: (07 ou a9);
eYou e 06),_5, (B2 efou B3 elou B4),_;

+ 05 (09), 5 (10),

o2, o3, af, ad ou wbh]
ou B2, B3 ou f4

Legenda: Os sitios de interacdo ao agonista estdo localizados na interface entre duas subunidades e ha a
subunidade estrutural ndo envolvida na intera¢do com o ligante.
Fonte: Adaptado de Grando, 2014.

Os CHRNs também estdo presentes em tecidos ndo-neuronais. As subunidades 3,05 e
a7 sdo encontradas no epitélio bronquico (Maus et al., 1998; Zia et al., 1997); a4 em células
epiteliais alveolares (Zia et al., 1997); a3, ob, a7, B2 e B4 em células pulmonares
neuroenddcrinas, carcinoma de pequenas células de pulméo (Song et al., 2003; Maneckjee e
Minna, 1990; Quik et al., 1994; Plummer et al., 2005), queratinocitos da pele (Grando et al.,



34

1995), tecidos vasculares (Wang et al., 2001) e em linfocitos humanos (Hiemke et al., 1996)
(Tabela 1).

Tabela 1: Expressdo de diferentes subunidades de CHRNs em células ndo-neuronais em
humanos.

Tabela 1

Subunidades de CHRNs expressas em células nio-neuronais em humanos

Tipo Celular Subunidades Expressas

Celulas Endoteliais Vasculares o3, o, o, B2-p4

Células Endoteliais da veia do cordio umbilical (HUVECs) o3-o5, of, «l0, p2-p4

Células Epiteliais Bronquicas al, o3, o, o, o9, «l0, Bl, B2, 4. 0. ¢
Células Epiteliais de Vias Aéreas o2, od, of, 09, al0, B2, B4
Queratinocitos (Oral e Pele) o3, ad, af, o9, «l0, pl, B2, B4
Epitélio Esofigico o3, od, af, p2

Astrocitos o2-a5, a7, B2, B3

Urotélio o2-a7, o9, all

Linfécitos o2, o3, ad, o, uf, cl0, B2, B4
Mondcitos o2, ad-al, B2

Macrofagos al, a7, «l0

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

A principal funcdo desses receptores é transmitir sinal em juncdes neuromusculares,
além do sistema nervoso central e sistema nervoso periférico, e 0 neurotransmissor
acetilcolina é o ligante fisiologico 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 sdo agonistas de alta afinidade dos
CHRNSs (Schuller e Orloff, 1998).

A nicotina interage com a subunidade o 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 fungdes bioldgicas de
CHRNA7 sdo aumentadas enquanto que as fungdes de CHRNA4B2 sédo inibidas. Isso é
extremamente interessante porque CHRNATY regula respostas que estimulam as células
tumorais enquanto CHRNA4B2 regula predominantemente ac6es inibitorias, resultando em
um meio que prové suporte seletivo para o desenvolvimento e progressao do cancer in vivo
(Schuller, 2009; Singh, Pillai,Chellappan, 2011) (Figura 8). Além da nicotina, a NNN se liga
ao heteropentamero CHRNof 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 funcbes de CHRNA7 homomérico e CHRNA4B2

heteromérico.

Nitrosaminas do Tabaco

Nicotina
Acetilcolina
CHRNA4B2
— HCHRN,A.—" Heteromeéricos
TNFa OMmMOMmencos \ \
Ir?f'l:’nc]:’;;o X (élognlgao Dependéncia a Nicotina
emoria
Células do Sistema Imune
Serotonina Glutamato W GABA
Bombesina %
Cancer de Mama
Cancer de Prostata
Adrenalina L
Noradrenalina Adenocarcinoma de Pulméo
Adenocarcinoma de Pancreas
< ! \ Efeitos Adenocarcinoma de Célon
scLC EGF Cardiovasculares Adenocarcinoma de Prostata
Vegf Adenocarcinoma de Mama
AA Cancer de Ovario
Cancer de Nasofaringe

Legenda: AA: acido aracddnico; GABA: Acido gama-aminobutirico; EGF: fator de crescimento epidermal;

SCLC: cancer de pulmdo de pequenas células; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular.

Nota: Ambos os receptores estimulam a liberacdo de dopamina (neurotransmissor excitatério). CHRNA7
estimula a liberagdo de glutamato e serotonina como também o neuropeptideo bombesina e
neurotransmissores de estresse, noradrenalina e adrenalina. Essas substancias estimulam o crescimento de
diferentes tipos de cancer seja por ativacdo direta de vias de sinalizacéo intracelular ou indiretamente pela
regulagdo da liberacdo de EGF (fator de crescimento epidermal), VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular) e AA (&cido aracdénico). CHRNA7 medeia o controle colinérgico de células imune e de acfes
anti-inflamatérias. CHRNA4B2 ja foi descrito como responsavel pela dependéncia a nicotina e por
estimular a liberagdo do neurotransmissor GABA. O GABA tem acdo inibitdria em fungdes do cérebro e
funcgdo de supressor de tumor em varios tipos de cancer.

Fonte: Adaptado de Schuller, 2009.

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

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

conformacional desse receptor que resulta na abertura de canal idnico e o influxo de cétions

como Na* e Ca?* e 0 efluxo de K*. Isso leva a uma despolarizagio da membrana celular, com

a consequente abertura dos canais idnicos de calcio voltagem-dependentes (VOCC), levando

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

secrecdo de fatores mitogénicos e ativacdo das cascatas de sinalizacdo envolvidas na

proliferacdo celular, inibicdo apoptotica, migracdo e angiogénese (Schuller, 1994; Cattaneo et
al., 1993; Schuller, 2009).
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Figura 9: Representacao simplificada das etapas iniciais da sinalizacdo via CHRNs mediante
interacdo com seus agonistas.

NICOTINA /ACh
Despolarizagiao da
membrana celular

3

FFFFFFFFFFFIFFF+FS ‘

Fonte: Adaptado de Toxicologia — Faculdade de Farmacia, Universidade do Porto, 2006/2007.

Vias de sinalizacdo dos CHRNs

A ativacgio de CHRNs em células ndo-neuronais provoca fosforilacdo e
desfosforilacdo de proteinas. Isso porque os CHRNs podem se associar fisicamente com
proteinas quinases e fosfatases em complexos multiméricos. Por exemplo, JAK2 se liga ao
CHRNAY ap0s a interacdo desse receptor com a nicotina, que leva a fosforilacdo e ativacéo
de JAK2 e subsequente ativacdo de PI3K (Wu, Lee, Ho, 2011; de Jonge, et al., 2005; Kihara,
et al., 2001). A subunidade a7 também pode se associar fisicamente e funcionalmente com
quinases da familia SRC (proteina 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 sinalizagdo da B-arrestina que
implica na proliferacdo celular induzida por nicotina (Dasgupta et al., 2006). Essa inducédo
mediada por nicotina da proliferagdo celular envolve o recrutamento da [-arrestina ao
CHRNAZ7 que leva a ativacdo de SRC. Isto, por sua vez, leva a ligacdo da quinase Raf com a
proteina retinoblastoma (Rb), levando a fosforilagdo de Rb. A inativacdo de Rb por esta
quinase leva a ativacao da transcri¢ao regulada por E2F (fator de transcricdo em eucariotos) e
a entrada na fase S do ciclo celular, promovendo a proliferagéo.

A Figura 10 é uma representacdo ilustrativa da ativacdo de algumas cascatas de
sinalizacdo mediante interacdo dos CHRNs com seu agonista. Conforme j& mencionado, apos
interagir com seu agonista, hd uma mudanga conformacional do CHRN, que resulta na
abertura de canal i6nico e o influxo de fons, por exemplo, Ca?*. Isso leva a uma

despolarizacdo da membrana celular, com a consequente abertura dos canais de célcio
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voltagem-dependentes. Esse influxo de célcio adicional ativa a via de PI3K-AKT-mTOR, que
resulta na proliferacdo celular e inibicdo da apoptose e a via de sinalizacdo RAS-RAF-ERK,
desencadeando proliferacdo celular. Ha também a ativacdo de VEGF (fator de crescimento de

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

Figura 10: Cascatas de sinalizacdo envolvidas na proliferacdo celular, inibicdo apoptdtica,
migracéo e angiogénese mediante ativagdo dos CHRNs.

NNK
Colina
Nicotina
Acetileolina

NNN
Nicotina
Acetilcolina
NNK

CHRNA4Bl, CHRNAIBI
CHRNA3B4

Fonte: Adaptado de Schuller, 2009.

CHRNs e 0 Céancer

De acordo com dados da literatura, um dos principais fatores ambientais relacionados
ao cancer é o tabagismo. A nicotina presente no tabaco gera dependéncia via CHRNA4B2
(Picciotto et al., 1998; Tapper et al., 2004) e o seu metabolismo gera produtos como as NNN
e as NNK, que sdo potentes carcinogenos ( Figura 11).
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Figura 11: Esquema representativo do metabolismo da nicotina em que gera metabdlitos com
alta afinidade ao receptor colinérgico nicotinico.
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Fonte: Adaptado de Schuller, 2007.

Ja foi relatado que CHRNs servem como mediadores centrais que, por varios
estimulos, promovem a progressdo do tumor (Schuller, 2009). Esses estimulos podem ativar
numerosas vias de sinalizacao ja vistas alteradas em cancer de pulméo e que podem estar na
base da resisténcia desta doenca aos tratamentos atualmente disponiveis. 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 exposicdo sé a nicotina ndo parece iniciar o cancer de pulméo, uma vez que nicotina
age promovendo a tumorigénese depois que esta ja foi iniciada (Schuller et al., 1995). Em
cancer de pulmao de ndo pequenas células (NSCLC), a nicotina leva a liberacdo de EGF via
CHRNAY7, um fator de crescimento que se liga ao seu receptor (EGFR) e ativa a cascata Ras-
Raf-ERK, uma via de transducdo de sinal relacionada a proliferacdo celular (Dasgupta e
Chellappan, 2006; Carlisle et al., 2007).

A progressdo tumoral pode estar associada com a superexpressdao de CHRNs, em que
alguns subtipos de CHRNSs sé&o superexpressos seletivamente, independentemente do status de
tabagismo do individuo, como a expressdao de CHRNA7 em cancer de pulmdo e CHRNA9 em
cancer de mama. Além disso, a inibicdo da expressdo de algumas subunidades (por exemplo,
a subunidade a9 em linhagens de cancer de mama) atenua a proliferagao celular induzida pela
nicotina ou pelas nitrosaminas in vitro (Singh, Pillai, Chellappan, 2011; Wu, Lee, Ho, 2011).

Conforme supracitado, os CHRNSs sdo expressos em diversos tumores (Improgo, Soll,

Tapper, Gardner, 2013) (Tabela 2). Por exemplo, em céncer de pulméo ja foi detectada a
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expressdo de diversas subunidades, em particular as subunidades a3, a5 e f4 (Improgo, et al.,

2010).

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

Expressio de CHRNs em diferentes tipos celulares tumorais.

Tipos de cincer

Subunidades dos CHRNs

Referéncias

Cancer Cervical

Cancer de Cdlon

Leucemia

Cancer de Pulméo
(NSCLC)

Cancer de Pulmio
(SCLC)

Mesotelioma

Meduloblastoma

Neuroblastoma

Carcinoma Epidermdide

de Cabega e Pescogo

Cancer de Mama

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

af, a7, af

a7

al, a3, of, ob, o7, a9, P2,

a3, od. a5, ab, a7, a9, P2,

a3, of, o7, a9, B2, p4

a7

a7

o3, B4

a3, a5, a7

a9

Calleja-Macias et al, 2009

Ye etal, 2004

Sato et al., 1999; Chernyavsky etal, 2009

West et al.. 2003; Tsurutani et al, 2005; Lam et al .2007; Improgo etal. 2010

Codignola et al, 1994; Song et al., 2003; Improgo etal., 2010

Trombmo et al., 2004

Siegel e Lukas, 1988

Lukas, 1993

Carracedo, et al, 2007

Lee, etal, 2010

Além disso, ja foram encontradas alteracdes de CHRNs em tumores. Paliwal e

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

regido promotora de CHRNA3 e CHRNB4 em cancer de pulmdo, respectivamente,

culminando somente no silenciamento génico da subunidade a3. Além disso, j& foi encontrada

uma variante ndo sindnima em CHRNA5 que confere um risco aumentado para o

desenvolvimento do cancer de pulméo (Hung et al., 2008). Por fim, as subunidades a5 e o7

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

assim, estes receptores parecem desempenhar um papel importante na carcinogénese

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

foi demonstrada uma superexpressao da subunidade a9 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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0s pacientes que apresentaram elevados niveis de RNAm de CHRNA9 apresentaram uma
sobrevida menor que 5 anos. Foi mostrado ainda que essa superexpressdo é preferencialmente
detectada em tumores positivos para receptor de estrogénio em comparacao com aqueles que
eram negativos. E em ensaios in vitro, foi demonstrado que o receptor de estrogénio € o
principal fator de transcricdo que medeia a superexpressdo génica de CHRNA9 induzida por
nicotina e estradiol em linhagens de cancer de mama humano (Lee, et al., 2010). Assim, essa
subunidade parece ter um papel importante na carcinogénese deste tipo tumoral.

Conforme ja mencionado, os CHRNs podem ser regulados pelos componentes
presentes na fumaca do cigarro, como por exemplo, a nicotina, em tipos celulares normais e
tumorais. Ja foi demonstrada uma inducdo significativa e reversivel de CHRNAL, CHRNAS e
CHRNA7 em células epiteliais bronquicas frente ao tratamento com nicotina (Lam, et al,
2007) e superexpressdao de CHRNA7 em células escamosas de pulméo tratadas com nicotina
(Brown, et al, 2013), ambos em 72h. Além disso, ja foi demonstrado também que esses
receptores podem ser regulados pelo etanol em diversos tipos celulares. Gorbounova e
colaboradores, em 1998, demonstraram uma reducdo de expressdo de CHRNA3, porém uma
superexpressdo de CHRNA7 em linhagens de neuroblastoma tratadas com etanol por 4 dias
(96h). Assim, a Tabela 3 resume as principais publicacdes associando o tabagismo e o
etilismo com a regulacéo da expressdo de CHRNs em diversos tipos celulares. 1sso é bastante
interessante uma vez que o tabagismo e o etilismo sdo 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 publicacGes associando o tabagismo e o etilismo com a regulacdo da
expressdo dos CHRNs em diversos tipos celulares.

Autor Droga Dose e Tempo Tipo Celular Efeito Ano de Publicagédo

CHRNAL1
Nicotina 100nmol/L células epiteliais
Lam, etal. . T CHRNA5 2007
(NIC) 72h bronquicas
CHRNA7
Reversivel

Nicotina 10uM carcinoma de T CHRNA7Y
(NIC) 72h nasofaringe

Shi, et al. 2012

dose-dependente (8h-40h)

l a3
Etanol 100 mM (0,4%)
Gorbounova, et al. . neuroblastoma 1998
(ETOH) 4 dias T
ol

Legenda: T aumento de expressdo da subunidade; l - diminuigdo da expressdo da subunidade.

Com relagdo ao epitélio esofagico, pouco se sabe sobre a expressdo das subunidades
de CHRNs. Até o momento, apenas um trabalho fez essa avaliacdo através da expressao
protéica por imunohistoquimica de algumas subunidades (a3, a5, a7 e B4). Os principais
achados desse estudo foram a expressio da subunidade o3 nas células esofagicas
compreendendo as camadas basais e suprabasais do epitélio, a expressdo da subunidade a5 na

maioria das camadas mais superficiais de queratinocitos esofagicos, a subunidade a7 presente
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predominantemente no tergo inferior do epitélio esofagico e a subunidade 2 predominante
em células basais do esb6fago (Nguyen, et al.,, 2000). Também j& foi encontrada uma
associacdo positiva entre um polimorfismo de base Unica (SNP) no cluster génico CHRNAS3-
CHRNA5-CHRNB4 com o desenvolvimento de carcinoma epidermoide de es6fago em
populagéo chinesa (Wang, et al., 2013).

Pelo fato da carcinogénese esofégica estar extremamente associada ao tabagismo e
sabendo da importéncia da ativagdo dos CHRNSs pelos componentes do tabaco, existe a
necessidade de se explorar essa via de ativacdo de cascatas de sinalizacdo celular em
neoplasias esofagicas. Além disso, pouco se sabe sobre a expressao e regulacdo dos CHRNs

na mucosa esofagica e no processo de carcinogénese desse tecido.


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

43

1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Analisar a expressdao génica dos receptores colinérgicos nicotinicos (CHRNs) no

epitélio esofagico normal e em carcinoma epidermaoide de es6fago.

1.2 Especificos

- Analisar a expressdo génica dos CHRNs no epitélio esofagico normal considerando

as seguintes variaveis: idade, terco, género, tabagismo e etilismo;

- Correlacionar a expressdo dos CHRNs entre si nas amostras de epitélio esofagico

normal;

- Avaliar a expressao desses genes em amostras de tecido tumoral e normal adjacente
de pacientes com carcinoma epidermoéide de es6fago (CEE) e comparar a expressdo desses

genes com a das amostras de es6fago saudavel;

- Correlacionar a expressao desses genes com as caracteristicas clinico-patoldgicas e

sobrevida dos pacientes com CEE;

- Analisar a expressdao génica das subunidades dos CHRNs em linhagens de es6fago

frente ao tratamento com nicotina ou etanol.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas 44 amostras frescas de doadores voluntarios submetidos & endoscopia
do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE/UERJ) que ndo apresentavam qualquer
doenca no tecido esofagico. Foram coletados dois fragmentos dos trés tercos do es6fago
(terco superior, terco médio e terco inferior) de cada individuo.

Todos os individuos assinaram um termo de consentimento informado (Apéndice A) e
responderam um questionario sobre os seus habitos (Apéndice B). Nesse questionario, ha dois
topicos de destaque: informacdes sobre o tabagismo e o etilismo (fatores etiologicos do CEE).
O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro
Ernesto (CEP — HUPE) e foi aprovado sob o nimero 416 (CEP/HUPE) (Anexo A).

Além disso, foi abordada nesse estudo uma coorte prospectiva composta de 19
pacientes portadores de CEE primario. Foram considerados os seguintes critérios para a

incluséo dos pacientes no estudo:

- Casos cujo laudo histopatoldgico confirmou o diagnostico de CEE revisto na Divisao
de Patologia (DIPAT) INCA;

- Pacientes que ainda ndo haviam sido submetidos a qualquer tratamento na ocasido da

bidpsia;

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

amostras eram armazenadas;

- Pacientes em condicdes clinicas que permitissem realizacdo de endoscopia digestiva

alta e bidpsias no Servigo de Endoscopia - INCA.

Além dos procedimentos vinculados ao BNT-INCA, o projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo, sob o nimero 116/11 (Anexo B).
Foram coletadas bidpsias de CEE e do tecido normal adjacente ao tumor de cada paciente
incluido no trabalho. Todos os pacientes assinaram um termo de consentimento informado

(Apéndice C). Além disso, as informacfes sobre os pacientes foram coletadas a partir de seus
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prontuarios com o preenchimento de uma ficha, incluindo dados sobre tabagismo e etilismo
(Apéndice D).

2.2 Extracdo de RNA, quantificacdo, determinacdo da pureza e integridade das

amostras de RNA

2.2.1 Extracdo de RNA — Amostras de Eséfago de Individuos Saudaveis

O RNA total foi extraido 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 puL a 1 mL de TRIzol (1 mL para cada 100 mg de tecido) e incubada
por cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 100 a 200 pL
de cloroférmio (200 pL para cada 1 mL de trizol utilizado) com subsequente homogeneizacéao
em agitador vortex. Apds este processo houve incubacdo de 15 minutos a temperatura
ambiente. As amostras foram centrifugadas a velocidade de 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C
e entdo a fase aquosa foi transferida para um novo tubo, com descarte do material restante. Ao
novo tubo foram adicionados 500 pL de isopropanol com posterior agitacdo e incubagéo por
10 minutos a temperatura ambiente, seguida de centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos a
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 L de &gua livre de RNase.

2.2.2 Extracdo de RNA — Amostras de Es6fago de Pacientes com CEE

As amostras de CEE e tecido normal adjacente coletadas foram processadas no
laboratorio do BNT-INCA, como determina o regimento da instituicdo. Para a extragdo do

RNA total, foi utilizado o RNeasy Mini kit (Qiagen), seguindo as orienta¢des do fabricante:
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- Um fragmento da bidpsia de até 30 mg foi colocado em um microtubo de 1,5 mL
junto com 200 uL do tampéo RLT com beta-mercaptoetanol. Apés macerar o tecido, com
auxilio de um pilao, foram adicionados mais 400 uL do tampdo RLT e posteriormente foram
centrifugados em microcentrifuga por 3 min a velocidade de 12.000 x g para sedimentar o
material ndo lisado. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e um
volume de etanol 70% foi adicionado. Apds homogeneizagdo, 700 pL da solugdo foram
transferidos para uma coluna de purificagdo alocada em um tubo coletor de 2 mL e
centrifugados por 15 s a 8.000 x g . Ao término, o liquido do tubo coletor foi descartado e o
procedimento foi repetido até passar toda a solucdo pela coluna. Em seguida, 700 pL do
tampdo RW1 foram adicionados a coluna de purificacdo e centrifugados por 15 s a 8.000 x g.
Ao término, o liquido do tubo coletor foi descartado e 500 uL do tampdo RPE foram
adicionados a coluna de purificacdo 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. Apo6s essa centrifugacdo, a coluna foi transferida para um microtubo de 1,5
mL e 30 uL de &gua livre de RNase foram adicionados no centro da membrana, sem encostar
a ponteira na mesma, a fim de eluir o RNA total. Ap6s 1 minuto a temperatura ambiente, 0s
tubos foram centrifugados por mais 1 min a 8.000 x g. A coluna foi descartada e

posteriormente os tubos contendo o RNA total extraido foram armazenados a -80°C.

2.2.3 Quantificacdo e determinacdo da pureza das amostras de RNA

A quantificagdo e determinagéo da pureza das amostras de RNA foram feitas com o
auxilio do equipamento NanoDrop (Uniscience), um espectrofotdmetro simples, capaz de
mensurar a concentragdo de acidos nucléicos e proteinas em solucdo. Para a realizacdo da
quantificacdo, € necessario configurar os parametros do equipamento para mensurar acidos
nucléicos, determinados pela absorbancia em comprimento de onda de 260 nm. O calculo da
concentracdo do RNA tomou por base a informagdo de que uma unidade de absorbancia
corresponde a uma concentracao de 40 ug / mL de RNA. Em seguida, aplica-se 1 pL de RNA
total extraido no leitor Optico do aparelho. O resultado mostra automaticamente a
concentracdo do RNA em pg/pL e verifica o grau de pureza da amostra a partir da razéo entre

a absorbancia em 260 nm e a absorbancia em 280 nm (comprimento de onda necessario para
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medir a concentracdo de proteinas contaminantes na solucdo). As amostras foram

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

2.3 Reagdo de Transcricao Reversa (RT)

Para a analise da expressdo génica pela reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase
Chain Reaction- PCR) foi necessario primeiramente transcrever o RNAmM recém extraido em
um DNA complementar (cDNA). O cDNA possui uma sequéncia de desoxirribonucleotideos
complementar a sequéncia do RNAm. Este procedimento é essencial para a PCR porque as
moléculas de RNA sdo muito instaveis e pelo fato da DNA polimerase, enzima responsavel
pela reacéo, ter a capacidade de polimerizar fitas complementares de DNA a partir, somente,
de outra fita de DNA.

A sintese de cDNA foi feita atraves da reacdo de transcricao reversa (RT), na qual o
RNA total extraido foi incubado com a enzima transcriptase reversa SuperScript 1I®
(Invitrogen). Em um microtubo foram adicionados 250 ng de primer randdmico (Promega),
500 ng de RNA alvo, 1 pL do set de dNTPs a 10 mM e 4gua livre de RNase suficiente para
completar o volume final de 20 pL de reagdo e subseqiiente incubagao por 5 minutos a 65°C.
Em seguida, foram adicionados 4 pl. do tampao da enzima transcriptase reversa (5X)
fornecido pelo fabricante (Invitrogen) ¢ 2 uLL de DTT 0,1M e subsequente incubagdo por 2
min a 25°C. Em seguida, foi adicionado 1 uL de SuperScript 1I® (200 U) e as rea¢des foram
incubadas no termociclador por 10 min a 25°C e 50 min a 42°C. A inativacdo da enzima é

feita incubando a reacdo a 70°C por 15 min. Apds a sintese, o cODNA foi armazenado a -20°C.

2.4 Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa (PCRQ)

A PCRq ou PCR em tempo real é um tipo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em que podemos observar a geragdo de novas copias de determinada sequéncia do DNA ao
longo da reagédo, ou seja, em tempo real. Esta metodologia foi realizada em termociclador

equipado com detectores de fluorescéncia que acompanham o processo de amplificacdo
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através da captacdo de sinal fluorescente emitido por moléculas especificas (fluoréforos),
quando estas interagem com 0 DNA ao longo de cada ciclo da reacéo.

O fluoréforo mais comumente utilizado nas praticas de PCRq é o reagente SYBR
Green que emite fluorescéncia apds interagir fisicamente com a dupla-fita de DNA ao longo
do processo de amplificacéo.

A PCR quantitativa (PCRq) foi otimizada para cada par de oligonucleotideos a fim de
avaliar a expressdo génica de cada subunidade de CHRNSs. Foi utilizado o sistema Rotor-Gene
Q (Qiagen) e o reagente QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen). O gene GAPDH foi
utilizado como gene - referéncia.

As sequéncias dos oligonucleotideos especificos para cada gene encontram-se no
Quadro 1.

Quadro 1: Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para amplificacdo dos genes das
subunidades de CHRNs e o GAPDH (gene - referéncia)

Genes das Subunidades de CHRNs Sequéncias dos oligonucleotideos especificos para cada gene
Gene - Referéncia
CHRNAL 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’
CHRNAGS 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: 57 — CTACTCCCTGCAGAGTGCCTG-3’
Anti-Senso: 5°- TCTGGTCTGTGTCTGCCACAG-3’
CHRNB4 Senso: 5’-TCACAGCTCATCTCCATCAAGCT-3’
Anti-Senso: 5>-CCTGTTTCAGCCAGACATTGGT-3’
GAPDH Sgnso: 5’- CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA-3’
Anti-Senso: 5>-AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT- 3’

As reacOes de PCRq foram realizadas em duplicata e dois controles negativos. A
PCRq foi realizada em um rotor de 72 pocos e em cada reacdo, foram adicionados o tampéo
QuantiFast SYBR Green (Qiagen), os oligonucleotideos especificos, cONA e agua deionizada
autoclavada para cada subunidade avaliada e para o gene-referéncia, conforme descricdo na
Quadro 2.
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Quadro 2: Volume de cada componente do mix para realizacdo da PCRq para expressdo de
cada subunidade de CHRNs avaliada e do gene-referéncia, GAPDH

Subunidades e T.ampéo Oligonucleotideos Agua deionizada

Gene-Referéncia QuantiFast SYBR Especificos cONA autoclavada
Green (Qiagen)

Volume para

a3, o4, a5, a7, B4 7,5 L 0,4 pL a 25 uM 1 pL diluido 1:10 | completar o volume
final de 15 pL
Volume para

GAPDH 7,5 uL 0,4 uL a 10 pm 1 pL diluido 1:10 | completar o volume
final de 15 pL
Volume para

al e a9 5uL 0,5uL al10 pm 1 pL diluido 1:10 | completar o volume
final de 10 pL
Volume para

al0 5uL 0,3puLal0puM 1 pL diluido 1:10 | completar o volume
final de 10 pL

E as condicdes da reacdo de amplificacdo para cada subunidade de CHRNSs e para o

gene-referéncia estdo descritas no Quadro 3.

Quadro 3: CondicGes da reacdo de amplificacdo para CHRNs e para GAPDH

Subunidades e Pré- Desnaturacdo | Anelamento Extensdo Curva de
Gene-Referéncia | Desnaturacéo (40 ciclos) (40 ciclos) (40 ciclos) Dissociacao
Etapas de
a3, a4, a5, a7, al0, 5 minutos a 5segundosa | anelamento e 10 segundos a 65°C - 95°C
B4 e GAPDH 95°C 95°C extensdo 60°C
integradas
5 minutos a 5segundosa | 10 segundos a 10 segundos a
al 65°C - 95°C
95°C 95°C 58,1°C 60°C
5 minutos a 5segundosa | 5segundosa 5 segundos a
a9 65°C - 95°C
95°C 95°C 62°C 60°C

Ap0s a amplificacdo dos produtos, € realizada a analise da curva de dissociacdo gerada
pelo software do termociclador. Essa curva é importante para verificar se 0s produtos

observados na PCRq sédo especificos para os oligonucleotideos analisados, para verificar se ha
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formacdo de estruturas secundérias entre os oligonucleotideos e contaminacdo da reagdo
(controle negativo amplificando). Um grafico representativo da curva de dissociacdo esta

representado na Figura 12.

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

Nota: Esta curva tem como base a captura da fluorescéncia a medida que aumenta a temperatura. Com o
aumento da temperatura os produtos dupla fita vdo se dissociando e com isso a emissdo de fluorescéncia
vai diminuindo. Assim, é possivel verificar se o produto € especifico ou ndo. Nesse caso, o produto é
especifico, ndo hd formacdo de estruturas secundérias de oligonucleotideos e nem contaminacdo da
reacao.

Ap0s a reacdo, foi feita a quantificacdo relativa do RNAm de cada gene, utilizando o
GAPDH como controle interno, através do método de ACt. Durante a reacdo de amplificacéo,
é gerado um grafico em que o eixo Y representa o sinal de fluorescéncia captado e o eixo X, 0
namero de ciclos da reacdo. No primeiro ciclo da reacdo de PCR, h& pouca emissdo de
fluorescéncia. E justamente isso que define a linha de base do grafico de amplificagdo. Ao
decorrer da reacdo, ha um aumento do sinal de fluorescéncia, indicando um acumulo de
produto de PCR. Esse acumulo de produto de PCR é representado através de uma curva
exponencial. Durante a fase exponencial, é determinado um limiar de deteccdo de
fluorescéncia fixo acima da linha de base (threshold). A partir desse limiar, € obtido o
parametro Cr (ciclo de threshold), definido como o nimero de ciclos, inteiro ou ndo, em que a
fluorescéncia ultrapassou o limiar previamente estabelecido (Figura 13). Como o experimento
era feito sempre em duplicata, foi calculada a média dos C+s tanto para o gene alvo (no caso
0s genes das subunidades de CHRNSs) como para o gene - referéncia (GAPDH). A diferenca
entre as médias dos Cts (ACt) de cada gene de interesse e a do GAPDH foi calculada pelo
programa Microsoft Excel e o valor de quantificacéo relativa foi expresso pela formula 2°4¢T,

também calculado pelo programa Microsoft Excel.
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Figura 13: Grafico de deteccdo de fluorescéncia de PCR em tempo real
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Para o estabelecimento do limiar de deteccdo, foi feita uma curva padrdo de expressao
para cada gene das subunidades de CHRNs e do gene — referéncia, utilizando uma diluicéo
seriada de cDNA de um controle positivo da reacdo (Figura 14). Foi utilizada como controle
positivo a linhagem celular A549, linhagem derivada de adenocarcinoma de pulmdo para a
expressao das subunidades a3, a5, a7, p4; a linhagem celular TE-1, linhagem celular derivada
de carcinoma epidermoide de esdfago, para expressdao da subunidade a4; e a linhagem U-251,

linhagem derivada de glioblastoma, para expressao das subunidades al, a9 e al0.



52

Figura 14: Curva padrdo de expressdo do gene da subunidade CHRNA7 utilizando diluicdo
seriada de cDNA da linhagem celular A549
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2.5 Experimentos in vitro

2.5.1 Linhagens Celulares

Foram utilizadas como controle positivo da expressdo de CHRNs as linhagens
A549, linhagem celular derivada de adenocarcinoma de pulmédo (para a expressao das
subunidades a3, a5, a7, p4), TE-1, linhagem celular derivada de carcinoma epidermoide de
esofago (para expressao da subunidade o4) e U-251, linhagem celular derivada de
glioblastoma (para expressdo das subunidades al, 09 ¢ al10). 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 a 37° C sob 5% de COa.

Ja as celulas de glioblastoma U-251 foram cultivadas com meio de cultura
DMEM/F12 (Dubelcco’s Modified Eagle Medium com a adi¢do de nutriente F-12)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e com as mesmas condi¢fes da linhagem
A549. A linhagem TE-1 foi utilizada tanto como controle positivo da expressdo da
subunidade o4 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

epidermdide de esofago, TE-1 e TE-11 para realizar os tratamentos com nicotina ou etanol.
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As caracteristicas das linhagens estdo listadas na Tabela 4. As linhagens celulares foram
periodicamente testadas com MycoAlert®Mycoplasma Detection Kit (Cambrex Bio Science,
EUA) para a certificacdo de auséncia de infeccdo 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 a 37° C sob 5% de CO». J& a linhagem TE-11 foi cultivada em

meio DMEM com 0s mesmos suplementos e as mesmas condicdes da linhagem TE-1.

Tabela 4: Caracteristicas das linhagens TE-1 e TE-11 e a capacidade tumorigénica em
camundongos

Linhagem .. Material de Tumorigenicidade em
Individuo Tumor
Celular Cultura camundongos

Idade Sexo  Histologia  Estagio Diferenciacdo

Lesdo

TE-1 58 M CEE II Bem . +

Primaria

Lesdo
TE-11 58 M CEE v Moderadament

cnie Primés

Legenda: M — sexo masculino; CEE — carcinoma epiderméide de es6fago.
Fonte: Igaki, et al., 1994; Barnas, et al., 1997.

2.5.2 Tratamentos com Nicotina ou Etanol

Apds 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 remog¢é&o do mesmo;

- Foi adicionada solucgédo de 0,25% de tripsina, com EDTA e subsequente incubagao
durante 5 min, a 37°C, 5% CO2 para soltar as células aderidas;

- Foi adicionado o meio para inibir a tripsina (0 meio contém SFB capaz de inibir a
tripsina);

- Contagem das células na camara de Neubauer através do método do azul de tripan
(diluigéo do corante na proporcéo de 1:1 com a suspenséo celular);

- Plagueamento: 2x10° células /pogo. Incubagéo por 24h;
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- Tratamento com nicotina (Sigma): Ap6s 24h, as linhagens celulares eram tratadas
com 1,5 mL da solu¢do meio + nicotina diluida em etanol nas doses de 1 uM, 10 uM e 100
K1M. No controle, 1,5 mL da solugdo meio + etanol (mesmo volume de etanol da solucéo de
nicotina). Em seguida, foram incubadas por 72h na estufa a 37°C sob 5% de COg;

- Tratamento com etanol: Ap6s 24h do plaqueamento, as linhagens celulares eram
tratadas com 1 mL da solucdo meio + etanol nas doses de 50 mM (0,2%), 100 mM (0,4%) e
200 mM (0,8%). O controle s6 continha o respectivo meio das linhagens celulares. Em
sequida, foram incubadas por 96h na estufa a 37°C sob 5% de CO,. Os meios desse
tratamento foram trocados diariamente e as placas eram vedadas com parafilme para evitar a
evaporacéo do etanol.

As doses e tempos foram escolhidos com base em artigos da literatura cientifica
(Lam, et al, 2007, Shi, et al., 2012; Dohrman e Reiter, 2003; Gorbounova, et al., 1998). A
concentracdo de 100 uM de nicotina é equivalente a concentracdo na saliva de um individuo
que fuma 25 cigarros/dia (Cheng e Tsai,1999). Ja as doses escolhidas para o alcool refletem
os niveis dentro de intervalos atingiveis por alcodlatras crénicos (Adachi, et al., 1991). Foram
feitos trés experimentos independentes e triplicata de cada dose e do controle.

Apds o tempo determinado para cada tratamento, as células eram retiradas de cultura
da seguinte maneira:

- Retirada do meio em cada poco das placas;

- Lavagem com PBS e remocdo do mesmo;

- Foi adicionada solucdo de 0,25% de tripsina, com EDTA e subsequente incubacéo
durante 5 min, a 37°C, 5% CO- para soltar as células aderidas;

- Adicionou-se meio de cultura para inibir a tripsina (0 meio contém SFB capaz de
inibir a tripsina);

- Transferéncia da solucédo contendo as células para tubos de microcentrifuga de 1,5
mL e subsequente centrifugacdo por 5 minutos a 10000 rpm;

- Descarte do sobrenadante e armazenamento do precipitado em freezer -80°C para

posterior extracdo de RNA.
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2.5.3 Contagem e Viabilidade Celular

As linhagens celulares foram contadas tanto para o plagueamento e posterior
tratamento quanto para avaliar a viabilidade celular. A contagem foi feita com auxilio da
camara de Neubauer através do método do azul de tripan:

- Foi pipetada solucéo contendo azul de tripan e suspensao celular (diluicdo do corante
na proporc¢ao de 1:1 com a suspensdo celular) na cdmara de Neubauer contendo laminula;

- O nimero de celulas foi determinado pela contagem das mesmas em cada quadrante
da cdmara de Neubauer e os valores encontrados foram somados e divididos pelo nimero de
quadrantes. Em seguida, este valor foi multiplicado pelo fator de diluicdo 2x10* para se obter
0 numero de células/mL;

- Para o plagueamento: 2x10° células foram utilizadas;

- Apo6s a marcagdo com azul de tripan, as células vivas de membrana intacta ndo se
coram, pois o0 corante ndo atravessa a membrana e assim néo é incorporado. Ja nas células ndo
viaveis, esse corante atravessa a membrana e é incorporado nessas células. Isso é observado

no microscépio. Assim era obtido o nimero de células viaveis.

2.6 Extracdo de RNA das linhagens celulares

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

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

2.7 Tratamento com DNase | das linhagens celulares

O tratamento com DNase | (Sigma) tem como objetivo evitar contaminagdo com
DNA gendmico nas solugdes de RNA. Em um microtubo foram adicionados 1 pug de RNA
total e volume de &gua de injecdo para completar o volume de 8 pL. Depois, foram
acrescentados 1 pL de tampéo da reacédo (10X) fornecido pelo fabricante (Sigma) e 1 uL da
enzima DNase I, Amplification Grade (lunidade/pL). Em seguida, as reacdes foram
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homogenizadas e incubadas por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, foi
adicionado 1 pL de Stop Solution para ligar fons Ca™ e Mg*? e inativar a enzima.
Aquecimento por 10 min a 70°C. Depois, 0 RNA livre de DNA foi armazenado a -80°C.

2.8 Sintese de cDNA (RT) das linhagens celulares

A sintese de cDNA foi feita atraves da reacdo de transcricao reversa (RT), na qual o
RNA total extraido foi incubado com a enzima transcriptase reversa SuperScript 1I®
(Invitrogen), seguindo 0 mesmo protocolo descrito anteriormente para a reagdo de transcri¢éo
reversa (RT) a partir das bidpsias. Foi utilizado um input de RNA tratado com DNase | de 800

ng. Em seguida, foram feitas as reacGes de PCRq conforme ja descritas no item 2.4.

2.9 Andlises Estatisticas

Toda andlise estatistica foi feita utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.0. O
valor de p foi considerado estatisticamente significativo quando <0,05.

Para averiguar se os dados obedeciam a uma distribui¢cdo normal, utilizou-se o teste
Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, na analise de diferenca de expressdo entre amostras de
tumores e de tecidos adjacentes pareados com dados paramétricos, foi aplicado o teste t. Se 0s
dados ndo fossem paramétricos foi utilizado o Wilcoxon matched pairs test. J& na analise de
diferenca de expressdo entre amostras ndo pareadas utilizou-se teste t ndo pareado quando 0s
dados foram paramétricos ou o teste de Mann-Whitney para dados ndo 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 pds-teste
de Tukey. Ja para os dados ndo paramétricos foi aplicado o Teste de Kruskal Wallis e o pds-
teste de Dunn.

As correlagdes entre a expressdo dos genes nas diferentes amostras foi realizada
utilizando o teste de correlacdo de Pearson, quando os dados apresentaram-se paramétricos ou

correlacdo de Spearman, quando os dados ndo foram paramétricos. A analise de correlagdo da
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sobrevida dos pacientes com os valores de expressdo 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
expressao 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 Analise de expressdo de CHRNs nas amostras de es6fago de individuos saudaveis

3.1.1 Caracterizacdo dos individuos saudaveis

Os individuos saudaveis foram caracterizados segundo o0s seguintes critérios: género,
habito de fumar e habito de ingerir bebidas alcodlicas (Tabela 5). De acordo com os dados, a
maioria dos individuos foi do sexo feminino (70,5% dos casos), era ndo tabagista (61,4% dos
casos) e ndo etilista (45,4% dos casos) e a média de idade foi 53,84 anos + 17,49. A média do
tempo desde o abandono do habito de fumar foi de 20,44 anos + 15,09 e da duracéo do héabito
foi de 33,25 anos + 14,14 entre os tabagistas ativos e 29,11 anos + 20,91 entre oS ex-
tabagistas. Ja o tempo desde o abandono do habito de ingerir bebidas alcdolicas foi de 21

anos, 2 anos, 4 anos e ndo pbde ser determinado para dois individuos.
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Tabela 5: Caracterizacdo dos individuos saudaveis incluidos nesse estudo de acordo com
género, tabagismo e etilismo

NUmero total de individuos 44

Critérios Avaliados

Numeros de Individuos (%6)

Idade
Género
Masculino
Feminino
Tabagismo

Nao tabagista

Tabagista ativo

Ex-tabagista

Média do tempo que parou de fumar
Média da duracéo do fumo

Etilismo
Né&o etilista
Etilista ativo
Ex-etilista
Durag&o do habito
Tempo que parou de beber

53,84 anos + 17,49

13 (29,5%)
31 (70,5%)

27 (61,4%)
8 (18,2%)
9 (20,4%)
20,44 anos + 15,09
33,25 anos + 14,14 (tabagistas ativos)
29,11 anos + 20,91 (ex-tabagistas)

20 (45,4%)
19 (43,2%)
5 (11,4%)
Sem informacéo
21 anos, 2 anos, 4 anos e 2 ndo determinados

3.1.2 Andlise da expressdo das subunidades de CHRNs em individuos saudaveis

Em seguida, a expressdo génica das subunidades al, a3, o4, a5, a7, 09, al0 e B4 foi
analisada com a finalidade de determinar qual (is) subunidade (s) é (sdo) expressa (s) no
epitélio esofagico de individuos saudaveis.

As subunidades al, 04, 09 e 010 mostraram baixa ou nenhuma expressao nas amostras
de esofago saudavel analisadas, independente do terco, apresentando replicatas de uma
mesma amostra com valores de Ct muito distantes entre si ou amostras sem amplificacéo.
Assim, sugere-se, através da técnica utilizada, que essas subunidades sdo pouco ou nao sdo
expressas no epitélio esofagico saudavel. Os valores de Ct e as curvas de dissociagdo das

amostras para essas subunidades estdo demonstradas a seguir (Figuras 15, 16, 17 e 18).
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Figura 15: Curvas de dissociacdo da curva-padrdo e das amostras para a expressao da
subunidade al e os valores de Ct encontrados para as amostras de es6fago saudavel dos trés

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

A o ——r ¥ <
. Curva de Dissociagio da Curva-Padrio
ou CHRNA1
os - -
o
o oM 32.92
o
o1
™
5
Yox 148
o
. 14M
S
e 141 32,91
on
o 258
000 —
L L o 25M
251
B 8sS 37,24
Curva de Dissociagio das amostras —
CHRNA1
851
865
ra S6M
H
/ / 861
945
94M
241
IR R U-251 28,11 27.98

Legenda: (A) Curva de dissocia¢do da curva-padrio para expressdo da subunidade al, utilizando a linhagem U-
251; (B) curva de dissociag@o das amostras analisadas para a expressdo da subunidade al; (C) Valores
de Cr encontrados para as amostras de eséfago saudavel dos trés tercos e do controle positivo, a
linhagem U-251.- sem amplificacéo; S — tergo superior; M — terco médio; | — terco inferior.

Figura 16: Curvas de dissociacdo da curva-padrdo e das amostras para a expressao da
subunidade a4 e os valores de Ct encontrados para as amostras de es6fago saudavel dos trés

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

A [Curvade Dissociagio da Curva-Padrio

CHRNA4

CHRNA4

;
37s 31.91 31.97
37 33.17 3033
37I 33.5 30.95
38s 32.82
38M 32,77 32.7
38I 35.13 35.64
308 32.76 31.35
30 343 32.13
301 33.80 31.71
4ss 35.34 31.66
45M 37.44 31.91
451 30.89 34.85
46s 32.26 3344
46N 33.05 32.6
461 32.89 31.91
4ss 30.81 32.05
48M 32.00 32.7
481 31,91 3332
TE-1 26,06 25.85

Legenda: (A) Curva de dissociagdo da curva-padrao para expressdo da subunidade a4, utilizando a linhagem TE-
1; (B) curva de dissociagdo das amostras analisadas para a expressdo da subunidade o4; (C) Valores
de Cr encontrados para as amostras de esdfago saudavel dos trés tercos e do controle positivo, a
linhagem TE-1.- sem amplificacdo; S — terco superior; M — terco médio; | — terco inferior. Circulo em

vermelho — pico dos produtos amplificados especificos.
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Figura 17: Curvas de dissociacdo da curva-padrdo e das amostras para a expressao da
subunidade a9 e os valores de Ct encontrados para as amostras de es6fago saudavel dos trés

tercos e do controle positivo, a linhagem U-251

Z o5 | Curva de Dissociagdo da Curva-Padrio ¢ m
CHRNAY o5 - :
oM
o1
148
14M
141
255
25M
251
85s
B £5M
“| Curva de Dissociagdo dasamostras
851
CHRNAY
263
26M
261
945
94M
941
u-251 29.43 29.09

Legenda: (A) Curva de dissocia¢do da curva-padrio para expressio da subunidade a9, utilizando a linhagem U-
251; (B) curva de dissociag@o das amostras analisadas para a expressdo da subunidade a9; (C) Valores
de Cr encontrados para as amostras de esdfago saudavel dos trés tercos e do controle positivo, a
linhagem U-251.- sem amplificacéo; S — tergo superior; M — terco médio; | — terco inferior.

Figura 18: Curvas de dissociacdo da curva-padrdo e das amostras para a expressao da
subunidade a10 e os valores de Ct encontrados para as amostras de eséfago saudavel dos trés

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

A -
+»| Curva de Dissociagdo da Curva-Padrio

CHRNA10

#| Curva de Dissociagdo das amostras
CHRNA10

T
9s 32,79 35,96
oM 36,09
o1 38.9
148 32,79
14M 32,44 32,98
141 32.63 38.91
258 34,26 36,11

25M
251
858 3316 3544
85M 34.15 33,07
851 32,6 33,93
865 34,06
86M 36.53
861 37.8
248
24M 33,74 35.6
941 38,85
U-251 28.85 28.61

Legenda: (A) Curva de dissociacdo da curva-padrio para expressdo da subunidade a.10, utilizando a linhagem U-
251; (B) curva de dissociagdo das amostras analisadas para a expressao da subunidade al0; (C)
Valores de Cr encontrados para as amostras de esdfago saudavel dos trés tercos e do controle positivo,
a linhagem U-251.- sem amplificagdo; S — terco superior; M — tergco médio; | — terco inferior. Circulo

em vermelho — pico dos produtos amplificados especificos.
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Por outro lado, identificamos a expressao das subunidades a3, a5, a7 e B4 em todas as
amostras de es6fago analisadas. O nimero total de amostras foi de 38, 36, 42 e 32 para analise
da expressdao de CHRNA3, CHRNAS, CHRNA7 e CHRNBA4, respectivamente. N&o foi possivel
incluir o mesmo ndmero de amostras na analise da expressdo de todas as subunidades devido
a escassez das mesmas.

As analises para essas subunidades expressas no es6fago foram realizadas de acordo
com os critérios: tercos (superior, médio e inferior), idade, género, tabagismo, etilismo e

tabagismo e etilismo associados.

» Subunidade a3:

As andlises de expressdo génica da subunidade a3 demonstraram que o es6fago
humano expressa essa subunidade de maneira uniforme entre os tergos avaliados (Figura 19).
Em seguida, foi avaliada a associacdo entre a idade dos individuos saudaveis e a expressao
desse gene nos diferentes tercos, ndo sendo encontrada associacdo significativa (Tabela 6).
Além disso, o género pareceu nao influenciar na expressao desse receptor independentemente
do terco analisado (Figura 20A). De maneira semelhante, o habito de fumar desses individuos
ndo apresentou correlacdo com a expressao dessa subunidade (Figura 20B). Curiosamente, 0
consumo de bebidas alcoolicas foi capaz de afetar a expressdo desse receptor, ou seja,
individuos etilistas apresentaram uma redugédo significativa da expressdo da subunidade o3
em relagdo aos individuos néo etilistas, no terco inferior do eséfago saudavel (Figura 20C).
Porém, esses dois fatores de risco quando avaliados em conjunto, ndo apresentaram

correlacdo com a expressdo génica desse receptor (Figura 20D).
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Figura 19: Comparacéo da expressdo de CHRNAS entre os trés tercos de es6fago saudavel.
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Tabela 6: Associacdo entre a expressao de CHRNA3 com a idade nos trés tercos avaliados

Tergos do Es6fago ~ Mediana de expressao CHRNA3

Critério Saudavel de CHRNA3 Mgd?ana dg i(_jade Valor de p

_ (minimo-méaximo)
T
el coningy Mo e s (T s
w2 SR eom

Nota: Valor da mediana de expressdo da subunidade a3 para o terco superior: 1,56E-05; Valor da mediana de
expressdo da subunidade a3 para o terco médio: 1,78E-05; Valor da mediana de expressdo da subunidade
a3 para o terco inferior: 1,72E-05.
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Figura 20: Comparacdo de expressdo de CHRNA3 de acordo com o género, tabagismo,
etilismo e os dois fatores de risco associados nos trés tercos de es6fago saudavel.
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Legenda: A- Comparagdo de expressdao de CHRNA3 entre individuos do sexo masculino e feminino no terco
superior; no tergo médio e no tergo inferior de esdfago saudavel. B - Comparacdo de expressdo de
CHRNAS3 entre individuos ndo tabagistas e tabagistas no ter¢o superior; no terco médio e no tergo
inferior de esdfago saudavel. C - Comparacdo de expressdo de CHRNA3 entre individuos ndo etilistas
e etilistas no tergo superior; no tergo médio e no terco inferior de esdfago saudavel. D - Comparagéao
de expressdo de CHRNAS entre individuos ndo tabagistas e ndo etilistas com individuos tabagistas e
etilistas no terco superior; no terco médio e no terco inferior de esdfago saudavel. *p estatisticamente
significativo.
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> Subunidade a5:

As anélises para a subunidade a5 demonstraram que nao houve diferenca de expressao
entre os tercos avaliados (Figura 21) e ndo ha associacdo entre a idade e a expressdo desse
gene nesses tercos (Tabela 7). Além disso, 0 género pareceu ndo influenciar na expressdo
desse receptor independentemente do terco analisado (Figura 22A). De maneira semelhante,
os habitos de fumar e de ingerir bebidas alcodlicas (isolados e associados) ndo apresentaram

correlacdo com a expressdo dessa subunidade nos individuos saudaveis (Figuras 22B-D).

Figura 21: Comparacédo da expressdo de CHRNADS entre os trés tercos de es6fago saudavel.
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Tabela 7: Associacdo entre a expressao de CHRNAS com a idade nos trés tercos avaliados.

Tercos do Esdfago ~ Mediana de expressdo CHRNAS

Criterio Saudavel de CHRNAS Mediana de idade  Valor de p
(minimo-méaximo)

. > Mediana 56,50 anos (22-81) _
Idade Superior < Mediana 55,50 anos (20-84) p=08925

- - > Mediana 52,50 anos (22-81) _
é‘éﬁ;:z\;‘;’) Medio < Mediana 59 anos (20-84) p=0.4496
Inferior > Mediana 47 anos (20-81) 01255

< Mediana 59 anos (23-84) p="

Nota: Valor da mediana de expressdo da subunidade a5 para o ter¢o superior: 8,43E-05; Valor da mediana de
expressdo da subunidade a5 para o terco médio: 8,48E-05; Valor da mediana de expressdo da subunidade
a5 para o terco inferior: 8,91E-05.
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Figura 22: Comparacdo de expressdo de CHRNA5 de acordo com o género, tabagismo,
etilismo e os dois fatores de risco associados nos trés tercos de es6fago saudavel.
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Legenda: A- Comparagdo de expressdao de CHRNAS entre individuos do sexo masculino e feminino no terco
superior; no terco médio e no terco inferior de esdbfago saudavel. B - Comparacdo de expressdo de
CHRNADS entre individuos ndo tabagistas e tabagistas no tergo superior, no terco médio e no terco
inferior de es6fago saudavel. C - Comparacao de expressdo de CHRNADS entre individuos ndo etilistas
e etilistas no terco superior, no tergco médio e no tergo inferior de es6fago saudavel. D - Comparagédo
de expressdo de CHRNAS entre individuos ndo tabagistas e ndo etilistas com individuos tabagistas e
etilistas no terco superior, no terco médio e no terco inferior de eséfago saudavel.
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» Subunidade a7:

As analises para a subunidade a7 demonstraram que o es6fago humano expressa esse
gene homogeneamente entre os tergos (Figura 23). A idade dos individuos bem como o
género ndo influenciaram na expressdo desse receptor em nenhum dos tercos analisados
(Tabela 8 e Figura 24A, respectivamente). Por outro lado, o tabagismo foi capaz de alterar a
expressao desse gene, sendo que individuos tabagistas apresentaram uma expressao
significativamente menor desse receptor do que individuos ndo tabagistas no terco superior do
esdfago saudavel (Figura 24B). Ja o etilismo e os dois fatores de risco associados nao foram

capazes de afetar a expressao da subunidade o7 (Figura 24C-D).

Figura 23: Comparagao da expressdo de CHRNA?Y entre os trés tercos de esdfago saudavel
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Tabela 8: Associacdo entre a expressao de CHRNA7 com a idade nos trés tercos avaliados

CHRNA7Y

Tergos do Esdfago Mediana de idade

Mediana de expressao

Critério Valor de p

Saudavel de CHRNA7Y . o
(minimo-maximo)

. > Mediana 54 anos (18-85) _
dade Superior < Mediana 59 anos (35-81) p=0,1990

iz - > Mediana 57 anos (18-74) _
é\é:;:z\lﬁ') Medio < Mediana 62 anos (20-85) p=0.4059
Inferior > Mediana 59 anos (18-85) 03962

< Mediana 49 anos (23-84) p="5

Nota: Valor da mediana de expressdo da subunidade a7 para o ter¢o superior: 1,02E-05; Valor da mediana de

expressdo da subunidade o7 para o terco médio: 1,35E-05; Valor da mediana de expresséo da subunidade
a7 para o terco inferior: 1,26E-05.
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Figura 24: Comparacdo de expressdo de CHRNA7 de acordo com o género, tabagismo,
etilismo e os dois fatores de risco associados nos trés tercos de es6fago saudavel.
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Legenda: A- Comparagdo de expressdo de CHRNA7Y entre individuos do sexo masculino e feminino no terco
superior; no terco médio e no terco inferior de es6fago saudavel. B - Comparacao de expressdo de
CHRNAY entre individuos ndo tabagistas e tabagistas no terco superior; no terco médio e no terco
inferior de es6fago saudavel. C - Comparacdo de expressdao de CHRNA7Y entre individuos ndo etilistas
e etilistas no tergo superior; no tergo médio e no terco inferior de esdfago saudavel. D - Comparagéao
de expressdo de CHRNAY entre individuos ndo tabagistas e ndo etilistas com individuos tabagistas e
etilistas no terco superior; no terco médio e no tergo inferior de es6fago saudavel. **p estatisticamente
significativo.
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» Subunidade p4:

Assim como as demais subunidades, as analises para a subunidade 4 demonstraram
que o esdfago humano expressa esse gene uniformemente entre os ter¢os (Figura 25). Foi
possivel observar uma associacao entre a idade e a expressao desse gene no terco superior, em
que individuos com maior idade apresentaram menor expressdo dessa subunidade. J& no terco
inferior, foi observado o inverso, individuos com maior idade apresentaram uma maior
expressao desta subunidade (Tabela 9). Além disso, o género pareceu ndo influenciar na
expressdo desse receptor em nenhum dos tergos analisados (Figura 26A). De forma
semelhante, os status de tabagismo e etilismo (isolados ou associados) dos individuos néo

apresentaram correlacdo com a expressao desse receptor (Figura 26B-D).

Figura 25: Comparacdo da expressdo de CHRNB4 entre o0s trés tercos de es6fago saudavel.
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Tabela 9: Associacdo entre a expressao de CHRNB4 com a idade nos trés tercos avaliados.

Tercos do Eséfago ~ Mediana de expressdo CHRNB4

Critério Saudavel de CHRNB4 Mediana deidade  Valor dep
(minimo-maximo)

. > Mediana 48,50 anos (20-74) o
\dade Superior < Mediana 61,50 anos (31-84) P~ 010433

ol . > Mediana 56,50 anos (31-74) _
é‘éﬁ:ﬁ‘::) Meédio < Mediana 58 anos (20-84) p=0,9679
Inferior > Mediana 63,50 anos (40-81) *p= 00131

< Mediana 48,50 anos (20-84) p="

Legenda: *p estatisticamente significativo.

Nota: Valor da mediana de expressdo da subunidade 4 para o ter¢o superior: 9,03E-06; Valor da mediana de
expressdo da subunidade p4 para o terco médio: 1,08E-05; Valor da mediana de expressdo da subunidade
4 para o tergo inferior: 1,17E-05.
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Figura 26: Comparacdo de expressdo de CHRNB4 de acordo com o género, tabagismo,
etilismo e os dois fatores de risco associados nos trés tercos de es6fago saudavel.
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Legenda: A- Comparagdo de expressdo de CHRNB4 entre individuos do sexo masculino e feminino no terco
superior; no tergo médio e no tergo inferior de esdfago saudavel. B - Comparacdo de expressdo de
CHRNB4 entre individuos ndo tabagistas e tabagistas no ter¢o superior; no terco médio e no tergo
inferior de esdfago saudavel. C - Comparacdo de expressdo de CHRNB4 entre individuos ndo etilistas
e etilistas no tergo superior; no tergo médio e no terco inferior de esdfago saudavel. D - Comparagao
de expressdo de CHRNB4 entre individuos ndo tabagistas e ndo etilistas com individuos tabagistas e
etilistas no terco superior; no terco médio e no tergo inferior de esdfago saudavel.
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Por fim, buscando uma possivel associacdo entre a expressao génica das diferentes
subunidades dos CHRNs, foi realizada uma analise de correlagdo. Foram observadas
associacoes positivas entre as subunidades a7 ¢ f4 no ter¢o superior (Tabela 10), entre as

subunidades a3 e 4 nos trés ter¢os (Tabelas 10, 11 e 12), e as subunidades a3 e a7 no ter¢o

inferior (Tabela 12).

Tabela 10: Matriz de correlagdo entre a expressdo génica de CHRNSs no terco superior de
esdfago saudavel.

CHRNA3 CHRNAS CHRNA7 CHRNB4

Superior Superior Superior Superior

p=0.369 p=0.296 p=0,020

CHRNA3
Superior
CHRNAS
Superior
CHRNA7
Superior
CHRNB4

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

=0.16 p=0.800 p=0,866

r=0.18 r=0,044 p=0,014

r=0.41 r=0,031 =043

Tabela 11: Matriz de correlagdo entre a expressdo génica de CHRNs no terco médio de
esdfago saudavel.

CHRNA3 CHRNAS CHRNA7 CHRNB4
Médio Médio Médio Médio

p=0.203 p=0,007

CHRNA3
Meédio
CHRNAS
Médio

CHRNA7
Médio
CHRNB4
Médio
Legenda: Em negrito, os valores de p estatisticamente significativo.

p=0.822

p=0.727 p=0.672

=022 r=0.06 p=0.193

=047 r=-0,079 r=0.24

Tabela 12: Matriz de correlagcdo entre a expressdao génica de CHRNs no terco inferior de
esdfago saudavel.

CHRNA3 CHRNAS CHRNA7 CHRNB4
Inferior Inferior Inferior Inferior

p=0,782 p=0,008 p=1,607010e-007

CHRNA2
Inferior
CHRNAS
Inferior
CHRNA7
Inferior
CHRNB4
Inferior

p=0.755 p=0.178

=045 p=0.576

=08 =02

LA

r=0.103

Legenda: Em negrito, os valores de p estatisticamente significativo.
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Por fim, ¢ importante ressaltar que as subunidades, a2, a6, B2 ¢ B3 ndo foram
analisadas devido a falta de um controle positivo para a realiza¢do da curva-padrdo. O Quadro
4 sumariza os resultados de expressdo das subunidades de CHRNSs anlisadas nas amostras de

esodfago de individuos saudaveis.

Quadro 4: Resultados da expressdo de CHRNs nas amostras de esdfago de individuos

saudaveis

EXDIessio no Correlagdo de Correlacdo de
Subunidade Controle Positivo —xP . expressdo coma | expressdo entre as
esdfago saudéavel : .
idade subunidades
CHRNA1 E%Zlé(l: Sem/Baixa expressdo | Nao foi avaliado Né&o foi avaliado
CHRNA2 - - - -
Correlagdo com
CHRNA7
N terco inferior
CHRNA3 'ggfg ~l« E_““St_a Sem correlagio
terco inferior Correlagdo com
CHRNB4
nos trés tergos
CHRNA4 goEOé Sem/Baixa expressdo | Nao foi avaliado Néo foi avaliado
CHRNAS ASf' 9 Sem dlfererlga de Sem correlacéo Sem correlacéo
60°C expressao
CHRNAG6 - - - -
Correlagdo com
CHRNA3
. terco inferior
CHRNA? 'ggfg ~l« Tabagista Sem correlagio
terco superior Correlagdo com
CHRNB4
tergo superior
U-251 « . g . . .
CHRNA9 62°C Sem expresséo Né&o foi avaliado Néo foi avaliado
CHRNA10 %O%Eél Sem/Baixa expressdo | Nao foi avaliado Néo foi avaliado
CHRNB2 - - - -
CHRNB3 - - - -
Correlagcdo com
l Maior idade CHRNA7
A549 Sem diferenca de terco superior terco superior
CHRNB4 . <
60°C expressao x
. Correlagéo com
T Maior idade CHRNA3
terco inferior nos trés tercos

Legenda: - sem controle positivo, conseqlientemente, sem analise de expressdo.

subunidade; l, - menor expressao da subunidade.

T- maior expressdo da
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3.2 Andlise de expressdo de CHRNs nas amostras de esdfago de pacientes com CEE

3.2.1 Caracterizacdo dos pacientes com CEE incluidos no estudo

As caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes que fizeram parte deste estudo
estdo demonstradas na tabela 13. De acordo com os dados, a maioria dos individuos foi do
sexo masculino (73,7%) e a média de idade foi de 61,95 anos + 9,015. Os individuos eram em
sua maioria tabagistas ativos (52,6% dos casos) e etilistas ativos (52,6% dos casos). Somente
3 individuos ndo foram a o6bito (15,8% dos casos). O principal sitio acometido foi o terco
médio, com 9 individuos (47,3%); quanto ao grau de diferenciacdo, 0 mais frequente foi o
moderadamente diferenciado (68,4% dos casos) e em relacdo ao estadiamento, os estadios 3 e

4 representaram 57,9 % dos casos.
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Tabela 13: Caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes com CEE incluidos nesse estudo.

Namero total de individuos

19

Critérios Avaliados

Numeros de Individuos (%)

Idade
Género
Masculino
Feminino
Tabagismo
N&o tabagista
Tabagista ativo
Ex-tabagista
Etilismo
Nao etilista
Etilista ativo
Ex-etilista
Obito
Néo
Sim
Localizagédo do Tumor
Superior
Médio
Inferior

Grau de Diferenciagdo do Tumor
Pouco

Moderadamente
Bem
Estadiamento Clinico
1+2
3+4

Néo determinado

61,95 anos + 9,015

14 (73,7%)
5 (26,3%)

1(5,3%)
10 (52,6%)
8 (42,1%)

2 (10,5%)
10 (52,6%)
7 (36,9%)

3 (15,8%)
16 (84,2%)

7 (36,9%)
9 (47,3%)
3 (15,8%)

5 (26,3%)
13 (68,4%)
1 (5,3%)

6 (31,6%)
11 (57,9%)
2 (10,5%)

3.2.2 Andlise da expressao das subunidades de CHRNSs

ApoOs a caraterizacdo dos pacientes com CEE, foram selecionadas para analises

posteriores as subunidades a3, a5, a7 e B4 por serem aquelas expressas nas amostras de

esofago de individuos saudaveis. O numero total de pares de amostras foi de 10, 19, 19 e 10
para analise da expressdao de CHRNA3, CHRNA5, CHRNA7 e CHRNB4, respectivamente. Nao



75

foi incluido 0 mesmo numero de amostras na analise da expressdo de todas as subunidades,
pois as analises foram iniciadas com 10 pares de tumor e tecido normal adjacente e aquelas
subunidades que apresentaram uma tendéncia de diferenca de expressdo entre 0s pares
(CHRNAS5 e CHRNAY) teve o nimero de amostras aumentado, com o objetivo de ganhar

poder estatistico.

> Subunidade a3:

As analises para essa subunidade demonstraram que ndo ha diferenca de expressao
desse gene entre o tumor e a mucosa normal adjacente de pacientes com CEE, apresentando
um perfil de expressdo bem heterogéneo, em que alguns pacientes apresentaram um aumento
de expressdao da subunidade a3 enquanto outros apresentaram reducdo ou ndo apresentaram

diferenca de expressdo dessa subunidade (Figura 27).

Figura 27: Andlise da expressdo génica de CHRNA3 em amostras de eséfago de pacientes
com CEE.
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Legenda: A — Comparacdo do perfil de expressdo de CHRNA3 entre a mucosa normal adjacente e tumoral de
esdfago de pacientes com CEE. B — Variacdo de expressdo de CHRNAS3 entre os pares de amostras de
CEE e mucosa adjacente ao tumor. CEE — carcinoma epidermdéide de eséfago.

Quando comparadas as amostras de es6fago de individuos saudaveis, agrupados em
total de individuos, individuos nédo tabagistas e néo etilistas e individuos tabagistas e etilistas,
com as de pacientes com CEE, também ndo foi encontrada diferenca de expressdo dessa
subunidade (Figura 28).
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Figura 28: Comparacdo da expressdo de CHRNAS entre o total de individuos, individuos nao
tabagistas e ndo etilistas, individuos tabagistas e etilistas de eséfago saudavel e pacientes com

CEE.
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Além disso, foi feita correlacdo entre o Fold Change (FC) (razdo entre a expressao no

tumor e no tecido normal adjacente) dessa subunidade com os dados clinico-patoldgicos. Os

critérios utilizados foram género (masculino e feminino), tabagismo (ndo tabagista + ex-

tabagista e tabagista ativo), etilismo (ndo etilista + ex-etilista e etilista ativo), subsitio

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

pouco diferenciado) e o estadiamento (estadios 1+2 e 3+4). Ja nas andlises referentes a idade,

variavel continua, foi utilizada a mediana do FC da subunidade (individuos com FC > ou <

gue a mediana, cujo valor foi 1,377673). Nao foi observada nenhuma associacdo da expressao

da subunidade a3 com os dados clinico-patoldgicos (Tabela 14).
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Tabela 14: Associacdo da expressdo de CHRNA3 no Fold Change com os dados clinico-
patoldgicos dos pacientes com CEE.

NUmero de  Fold Change (FC) CHRNA3
Dados clinico-patoldgicos Individuos Mediana Valor de p
(Total: 10) (minimo-maximo)

Idade (variavel continua)

Individuos com FC > que mediana 5 60 anos (58-73)
Individuos com FC < que mediana 5 66 anos (58-78) p=0,3560
Género
Masculino 8 1,720 (0,03136-14,69)
Feminino 2 0,07570 (0,03610- 0,1153) NA
Tabagismo
Né&o tabagista + Ex-Tabagista 4 6,215 (0,2908-14,69)
Tabagista ativo 6 0,6221 (0,03136-3,904) ~ P=0.1143
Etilismo
Nao etilista + Ex-Etilista 3 0,2908 (0,03136-10,62)
Etilista ativo 7 1,626 (0,03610-14,69) p=0,6667
Subsitio”
Superior 6 0,2031 (0,03136-14,69)
Médio 3 1,626 (1,129-10,62) 0=0,3810
Inferior 1 NA
Grau de Diferencia¢do do Tumor
Bem + Moderadanente diferenciados 8 1,471 (0,03136-14,69)
Pouco diferenciado 2 0,0586 (0,2908-1,626) NA
Estadiamento clinico?"
142 3 3,904 (0,03610-10,62)
344 5 1,129 (0,03136-1,813) p=0,3929

Legenda: NA - ndo aplicado, ndo foi possivel analisar devido ao niimero pequeno de amostras. ** - como o
nimero de amostras para o terco inferior foi muito pequeno, a analise estatistica foi feita entre os
tercos superior e médio (Teste Mann Whitney). 2* - Duas amostras ndo determinadas.

Nota: Para as andlises com a variavel idade, os individuos foram divididos em dois grupos de acordo com o Fold
Change e foi comparada entéo a idade dos individuos entre os dois grupos. Foi utilizada como critério
para a analise a mediana do FC da subunidade (individuos com FC > ou < que a mediana). O valor da
mediana do FC da subunidade o3 foi 1,377673.



78

» Subunidade a5:

As analises para essa subunidade demonstraram que a mucosa tumoral apresenta uma
expressao significativamente maior dessa subunidade quando comparada com o tecido normal

adjacente de pacientes com CEE, p=0,0006 (Figura 29).

Figura 29: Analise da expressdo génica de CHRNA5 em amostras de esofago de pacientes
com CEE.
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Legenda: A — Comparacéo do perfil de expressdo de CHRNAS entre a mucosa normal adjacente e tumoral de
esdfago de pacientes com CEE. B — Variacdo de expressdo de CHRNADS entre os pares de amostras de
CEE e mucosa adjacente ao tumor. CEE — carcinoma epidermoide de es6fago. *** p estatisticamente
significativo.

Além disso, também foi avaliada a expressdao dessa subunidade comparando as
amostras de es6fago de individuos saudaveis, ou seja, total de individuos, individuos nao
tabagistas e ndo etilistas e individuos tabagistas e etilistas, com as de pacientes com CEE,

porém ndo foi encontrada diferenca de expressdo dessa subunidade (Figura 30).
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Figura 30: Comparacédo da expressdo de CHRNAS entre o total de individuos, individuos nao
tabagistas e ndo etilistas, individuos tabagistas e etilistas de eséfago saudavel e pacientes com
CEE.
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Legenda: ***p=0,0006.

Além disso, foi feita correlacdo entre o Fold Change dessa subunidade com os dados
clinico-patologicos. Os critérios utilizados foram os mesmos das analises de o3. Foi
observada associacdo apenas com a localizacdo do tumor. A diferenca de expressdo entre o
tumor e o tecido normal adjacente (Fold Change) é maior quando temos o acometimento do
terco inferior em comparacao ao acometimento do tergo superior (Tabela 15).
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Tabela 15: Associacdo da expressdo de CHRNA5 no Fold Change com os dados clinico-
patoldgicos dos pacientes com CEE.

Fold Change (FC)

NUmero de
Dados clinico-patoldgicos Individuos CHR!\IAS Valor de p
; Mediana
(Total: 19) - L
(minimo-maximo)
Idade (variavel continua)
Individuos com FC > que mediana 9 58 anos (46-69)
Individuos com FC < que mediana 10 63 anos (53-79) p=0,0684
Género
Masculino 14 3,2 (0,4-15)
p=0,1165
Feminino 5 1,7 (0,5-2,5)
Tabagismo
N&o tabagista + Ex-Tabagista 9 2,2 (0,4-11,6)
Tabagista ativo 10 2,7 (0,4-15) p=0,9349
Etilismo
N&o etilista + Ex-Etilista 9 2,2 (0,4-11,6)
- . p=0,9349
Etilista ativo 10 2,7 (0,4-15)
Subsitio
Superior 7 1,6 (0,4-6,3)
Médio 9 2,9 (1,7-11,6) *p:0,0298
Inferior 3 9,3 (3,4-15)
Grau de Diferencia¢do do Tumor
Bem + Moderadanente diferenciado 14 2,7 (0,4-15)
=0,9631
Pouco diferenciado 5 2,2 (1,8-5) P
Estadiamento clinico?”
1+2 6 5,9 (1,6-15)
344 11 2,9 (0,4-6,5) p=0,0662

Legenda: *p estatisticamente significativo. 2 - Duas amostras ndo determinadas.

Nota: Para as analises com a variavel idade, os individuos foram divididos em dois grupos de acordo com o Fold
Change e foi comparada entfo a idade dos individuos entre os dois grupos. Foi utilizada como critério
para a andlise a mediana do FC da subunidade (individuos com FC > ou < que a mediana). O valor da
mediana do FC da subunidade a5 foi 2,5.

Com relacdo a sobrevida, aos 20 meses, 40% dos individuos com Fold Change de
CHRNAS maior que a mediana (valor da mediana = 2,5) ainda estavam vivos enquanto todos
os individuos com Fold Change menor ou igual & mediana ja tinham ido a obito, porém essa

diferenca ndo foi estatisticamente significativa (Figura 31).
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Figura 31: Curva de Kaplan-Meier apresentando a sobrevida dos pacientes com CEE em
relacdo a expressao de CHRNAS.
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Nota: O critério utilizado para anélise de sobrevida foi a mediana do FC da subunidade (individuos com FC > ou
< que a mediana). O valor da mediana do FC da subunidade a5 foi 2,5.

Além disso, foi analisado o valor preditivo de alteracbes histoldgicas no epitélio
esofagico utilizando o valor de expresséo da subunidade a5, através da curva ROC (“Receiver
Operating Characteristic”). Assim, o objetivo foi avaliar a sensibilidade e especificidade da
expressédo dessa subunidade em discriminar os dois tecidos, o tumoral e 0 normal adjacente ao
tumor. A expressdo de CHRNADS foi capaz de distinguir o tumor da mucosa normal adjacente
com 79% de sensibilidade e 52% de especificidade, porém ndo 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 expressdo de CHRNAS.
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» Subunidade a7:
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As analises demonstraram que as amostras tumorais apresentam aumento significativo

de expressdo dessa subunidade quando comparadas com o tecido normal adjacente de

pacientes com CEE, p = 0,0382 (Figura 33).

Figura 33: Andlise da expressdo génica de CHRNA7 em amostras de es6fago de pacientes

com CEE.
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Legenda: A — Comparacéo do perfil de expressdo de CHRNA7 entre a mucosa normal adjacente e tumoral de
esdfago de pacientes com CEE. B — Variacdo de expressdo de CHRNA?Y entre os pares de amostras de
CEE e mucosa adjacente ao tumor. CEE — carcinoma epidermoide de esdfago. * p estatisticamente
significativo.

Além disso, também foi avaliada a expressdao dessa subunidade comparando as

amostras de esdfago de individuos saudaveis separadas em total de individuos, individuos ndo

tabagistas e nao etilistas e individuos tabagistas e etilistas, com as de pacientes com CEE. As

amostras tumorais de esdfago apresentaram uma expressdo significativamente maior dessa

subunidade quando comparadas com as de tecido normal adjacente de es6fago de pacientes

com CEE e de amostras de es6fago de individuos saudaveis totais e de individuos saudaveis

néo tabagistas e néo etilistas (Figura 34).
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Figura 34: Comparacdo da expressdo de CHRNA7 entre o total de individuos, individuos nao

tabagistas e ndo etilistas, individuos tabagistas e etilistas de eséfago saudavel e pacientes com
CEE.
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Nota: As amostras de tumor apresentaram uma expressdo significativamente maior dessa subunidade em relacéo
ao tecido normal adjacente de es6fago de pacientes com CEE (*p=0,0382) e das amostras de es6fago de
individuos saudaveis totais (**p=0,0100) e de individuos saudaveis ndo tabagistas e ndo etilistas
(**p=0,0083).

Além disso, foi feita correlacdo entre Fold Change dessa subunidade e os dados
clinico-patologicos. Os critérios utilizados foram os mesmos das andlises das demais
subunidades. Nao foi observada nenhuma associagdo da expressdo da subunidade a7 com os

dados clinico-patol6gicos (Tabela 16).
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Tabela 16: Associacdo da expressdo de CHRNA7 no Fold Change com os dados clinico-
patoldgicos dos pacientes com CEE.

Fold Change (FC)

NUmero de
Dados clinico-patoldgicos Individuos CHRNM Valor de p
) Mediana
(Total: 19) - e
(minimo-méximo)
Idade (variavel continua)
Individuos com FC > que mediana 9 62 anos (46-79)
Individuos com FC < que mediana 10 58,50 anos (53-78) p=0,5404
Género
Masculino 14 3,6 (0,6-23)
p=0,5464
Feminino 5 1,5 (0,3-20,5)
Tabagismo
N&o tabagista + Ex-Tabagista 9 1,5 (0,6-20,5)
Tabagista ativo 10 41 (0,3-23) p=0,7434
Etilismo
Nao etilista + Ex-Etilista 9 3,2 (0,7-20,5)
. . p=0,2354
Etilista ativo 10 0,75 (0,3-23)
Subsitio
Superior 7 0,8 (0,3-4)
Médio 9 5,6 (0,6-23) p=0,1597
Inferior 3 4,2 (0,7-13,4)
Grau de Diferenciagdo do Tumor
Bem + Moderadanente diferenciados 14 1,15 (0,3-23)
. . p=0,3781
Pouco diferenciado 5 3,2 (1,1-18,5)
Estadiamento clinico®"
1+2 6 5,7 (0,7-20,5)
344 11 3,2 (0,6-23) p=0,8799

Legenda: 2" - Duas amostras ndo determinadas.
Nota: Para as analises com a variavel idade, os individuos foram divididos em dois grupos de acordo com o Fold

Change e foi comparada entéo a idade dos individuos entre os dois grupos. Foi utilizada como critério
para a analise a mediana do FC da subunidade (individuos com FC > ou < que a mediana). O valor da
mediana do FC da subunidade a7 foi 1,8.

A expressdo de CHRNA7 ndo impactou na sobrevida dos pacientes com CEE (Figura
35).
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Figura 35: Curva de Kaplan-Meier apresentando a sobrevida dos pacientes com CEE em

relacdo a expressao de CHRNA?7.
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Nota: O critério utilizado para analise de sobrevida foi a mediana do FC da subunidade (individuos com FC > ou
< que a mediana). O valor da mediana do FC da subunidade a7 foi 1,8.

Através da curva ROC, a expressio 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 expressédo de CHRNA?.
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» Subunidade p4:

As analises para essa subunidade demonstraram que ndo houve diferenca de expressao
desse gene entre o tumor e o tecido normal adjacente de pacientes com CEE, sendo o perfil de
expressao heterogéneo, em que alguns pacientes apresentaram um aumento de expressao da
subunidade B4 enquanto outros apresentaram redug¢do ou ndo apresentaram diferenga de

expressao dessa subunidade (Figura 37).

Figura 37: Andlise da expressdo génica de CHRNB4 em amostras de eséfago de pacientes
com CEE.
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Legenda: A — Comparacgdo do perfil de expressdo de CHRNB4 entre a mucosa normal adjacente e tumoral de
esdfago de pacientes com CEE. B — Variacdo de expressdo de CHRNB4 entre os pares de amostras de
CEE e mucosa adjacente ao tumor. CEE — carcinoma epidermdide de es6fago.

Em seguida, comparamos as amostras de es6fago de individuos saudaveis, ou seja,
total de individuos, individuos ndo tabagistas e ndo etilistas e individuos tabagistas e etilistas,
com as de pacientes com CEE. Foi observado que as amostras tumorais e de tecido normal
adjacente de es6fago de pacientes com CEE apresentaram expressao significativamente maior
desse receptor quando comparadas com as amostras de eséfago de individuos saudaveis nao

tabagistas e néo etilistas (Figura 38).
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Figura 38: Comparacdo da expressdo de CHRNB4 entre o total de individuos, individuos nao
tabagistas e ndo etilistas, individuos tabagistas e etilistas de eséfago saudavel e pacientes com

CEE.
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Nota: As amostras tumorais e o tecido normal adjacente apresentaram uma expressdo significativamente maior

dessa subunidade quando comparada com as amostras de es6fago de individuos saudaveis ndo tabagistas
e ndo etilistas, *p=0,0488 e *p=0,0327, respectivamente.

Além disso, foi feita correlacdo entre o Fold Change (razdo entre a expressdo no

tumor e no tecido normal adjacente) dessa subunidade com os dados clinico-patoldgicos,

como feito para as demais subunidades analisadas. Nao foi observada nenhuma associacao da

expressao da subunidade B4 com os dados clinico-patoldgicos (Tabela 17).
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Tabela 17: Associacdo da expressdéo de CHRNB4 no Fold Change com os dados clinico-

patoldgicos dos pacientes com CEE.

NuUmero de

Fold Change (FC)

Dados clinico-patoldgicos Individuos CHRNBA' Valor de p
) Mediana
(Total: 10) - e
(minimo-méximo)
Idade (variavel continua)
Individuos com FC > que mediana 5 62 anos (58-73)
Individuos com FC < que mediana 5 66 anos (58-78) p=0,5079
Género
Masculino 8 1,904 (0,3964-7,119)
NA
Feminino 2 0,15 (0,1414-0,1586)
Tabagismo
Néo tabagista + Ex-Tabagista 4 2,291 (0,7518-7,119)
Tabagista ativo 6 0,6767 (0,1414-2,552) p=0,1714
Etilismo
Nao etilista + Ex-Etilista 3 2,051 (0,3964-2,532)
- . p=0,8333
Etilista ativo 7 0,9571 (0,1414-7,119)
Subsitio”
Superior 6 0,5741 (0,1414-7,119)
Médio 3 1,757 (0,9571-2,051) p=05476
Inferior 1 NA
Grau de Diferenciagdo do Tumor
Bem + Moderadanente diferenciados 8 0,8544 (0,1414-7,119)
NA
Pouco diferenciado 2 2,144 (1,757-2,532)
Estadiamento clinico®"
1+2 3 2,051 (0,1414-2,552)
344 5 0,571 (0,3964-2,532) p=0,7857

Legenda: NA - ndo aplicado, ndo foi possivel analisar devido ao nimero pequeno de amostras. ¥ - como o
nimero de amostras para o terco inferior foi muito pequeno, a andlise estatistica foi feita entre os
tercos superior e médio (Teste Mann Whitney). 2” - Duas amostras ndo determinadas.

Nota: Para as analises com a variavel idade, os individuos foram divididos em dois grupos de acordo com o Fold
Change e foi comparada entéo a idade dos individuos entre os dois grupos. Foi utilizada como critério
para a andlise a mediana do FC da subunidade (individuos com FC > ou < que a mediana). O valor da
mediana do FC da subunidade B4 foi 1,357159.
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Por fim, buscando uma possivel correlacdo entre a expressdo génica de CHRNs no
tecido tumoral e no tecido normal adjacente ao tumor, foi realizada uma analise de correlacdo

e foram observadas correlagdes positivas entre as subunidades a3 e B4 em ambos os tecidos

(Tabela 18 e 19).

Tabela 18: Matriz de correlacdo entre a expressdo génica das subunidades de CHRNs no
tecido normal adjacente ao tumor.

CHRNA3 CHRNAS CHRNA7 CHRNB{

CHRNA3 =0.560 p=0.811 p=0,0016
CHRNAS r=0,212 p=0.416 p=0.946
CHRNA7 r=-0,091 r=-0.198 =0.492
CHRNB{ r=0,879 r=0,030 r=-0,248

Legenda: Em negrito, o valor de p significativo.

Tabela 19: Matriz de correlagdo entre o Fold Change de expressdo génica das subunidades de
CHRNSs no tecido tumoral.

CHRNA3 CHRNA5S CHRNA7 CHRNB4
—0.368 p=0.537 p=0,011

CHRNA3

CHRNAS r=0.321 =0.147 p=0.759
CHRNA7 r=0,224 r=0,346 =(0.330
CHRNE4 r=0.782 r=0.115 r=0.345

Legenda: Em negrito, o valor de p significativo.

O quadro 5 resume as andlises de expressao de CHRNs encontradas nas amostras de

esodfago de individuos saudaveis e de pacientes com CEE.



90

Quadro 5: Analise de expressdo de CHRNs nas amostras de es6fagos de individuos saudaveis

e de pacientes com CEE.

Associacdo
de ~
~ Correlacdo
x Expresséo expressao de
. Controle Exprgssao Expresséo no CEE e no de CHRNs expressdo
Subunidade . no esbfago N com os
Positivo . em CEE Esofago entre as
saudavel . dados .
Saudavel P subunidades
clinico-
s no CEE
patolégicos
CEE
CHRNAL U-251 Sem/Baixa Néo foi Néo foi Néo foi Néo foi
58,1°C expressao avaliado avaliado avaliado avaliado
CHRNA2 - - - - - -
Correlacéo
com
CHRNB4
. Sem tecido
CHRNAS A549 l Etilista | Sem diferenca diferenca de Sem normal
60°C PP de expressao x associacdo | adjacente ao
terco inferior expressio
tumor
Fold Change
no tecido
tumoral
TE-1 Sem/Baixa Néo foi Néo foi Né&o foi Né&o foi
CHRNA4 . ~ . . g .
60°C expressao avaliado avaliado avaliado avaliado
A549 ~ Sem T Amostras _ Sem _TSu_bsmo Sem
CHRNA5S o diferenca de ; diferenca de | inferiorem x
60°C « de tecido « relacio a0 correlagio
expressao tumoral expressdo Gao
superior
CHRNAG - - - - - -
TTumor em
_ relacéo
CHRNA7 A549 l Tabagista T Amostras Saudavel Sem Sem
60°C terco de tecido Total e associacio correlagio
superior tumoral Saudavel ndo
tabagista e
ndo etilista
CHRNA9 U-251 Sem Néo foi Néo foi Né&o foi Né&o foi
62°C expressdo avaliado avaliado avaliado avaliado
U-251 Sem/Baixa Néo foi Néo foi Né&o foi Né&o foi
CHRNA10 o ~ ] . . .
60°C expressao avaliado avaliado avaliado avaliado
CHRNB2 - - - - - -
CHRNB3 - - - - - -
Correlacao
com
TTumor eno CHRNA3
Sem tecido normal tecido
. i adjacente em
CHRNB4 A5°49 diferenca de Sem dlfererlga ] : Se_m ) _normal
60°C x de expressao relagéo associacdo | adjacente ao
expressao Saudavel tumor
ndo tabagista Fold Change
e ndo etilista no tecido
tumoral

Legenda: - sem controle positivo, conseqiientemente, sem analise de expressao. T maior expressdo da

subunidade; l - menor expressao da subunidade.
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3.3 Analise de expressdo génica das subunidades dos CHRNs em linhagens de eséfago

humano frente ao tratamento com nicotina ou etanol

3.3.1 Escolha das linhagens

Foi realizado um screening de expressdao génica das subunidades de CHRNS,
selecionadas a partir das analises em amostras de es6fago de individuos saudaveis, em
linhagens celulares de esdfago humano (Figura 39). Todas as linhagens expressaram as
subunidades analisadas de CHRNSs, sendo a linhagem OE-21 aquela que menos expressa 0s
genes em questdo. Foram escolhidas as linhagens TE-1 e TE-11, uma vez que essas linhagens
apresentaram um perfil de expressao similar e/ou maior do que o encontrado nas amostras
humanas saudaveis. A linhagem HET-1A foi descartada, pois além do cultivo celular
demandar muito tempo, o tratamento com etanol mostrou-se altamente toxico para essa

linhagem.

Figura 39: Perfil de expressdo génica das subunidades de CHRNs em linhagens de esdfago
humano comparadas com as amostras de es6fago de individuos saudaveis.
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Legenda: Saudavel — amostras de esdfago de individuos saudaveis; OE-21, TE-1, TE-11, TE-13 - linhagens
celulares derivadas de carcinoma epidermdide de es6fago; HET-1A- linhagem celular de eséfago
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 uM, 10 uM e
100 pM por 72h. Foram feitos trés experimentos independentes em triplicata para cada dose e
para o controle do tratamento. Apds o tratamento, as celulas foram contadas. Na figura 40,
podemos observar que o tratamento com nicotina ndo foi capaz de alterar o nimero de células

viaveis em ambas as linhagens celulares.

Figura 40: Sobrevivéncia celular apds tratamento com nicotina nas doses de 1 uM, 10 puM,
100 uM por 72h das linhagens celulares.
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Legenda: A — Sobrevivéncia celular ap6s tratamento com nicotina nas doses de 1 uM, 10 pM, 100 uM por 72h
da linhagem TE-1; B — da linhagem TE-11.

3.3.2.1 Anaélise da expressao de CHRNSs nas linhagens TE-1 e TE-11 frente ao tratamento com

nicotina

Os dados obtidos mostraram que o tratamento com nicotina ndo alterou a expressao
das subunidades de CHRN em comparacdo ao controle do tratamento na linhagem TE-1.
(Figura 41).
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Figura 41: Comparacdo da expressdao das diferentes subunidades de CHRNs frente ao

tratamento com nicotina nas doses de 1 pM, 10 uM, 100 uM e o controle por 72h na

linhagem TE-1.
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Legenda: A - Comparacéo da expressdo da subunidade a3; B — da subunidade a5; C — da subunidade o7; D — da
subunidade 4 frente ao tratamento com nicotina nas doses de 1 uM, 10 uM, 100 uM e o controle por
72h na linhagem TE-1.

Assim como na linhagem TE-1, o tratamento com nicotina também néo foi capaz de
afetar a express@o das subunidades de CHRN em comparacdo ao controle do tratamento na
linhagem TE-11. (Figura 42).
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Figura 42: Comparacdo da expressao das diferentes subunidades de CHRNs frente ao
tratamento com nicotina nas doses de 1 pM, 10 uM, 100 uM e o controle por 72h na
linhagem TE-11.
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Legenda: A - Comparacédo da expressdo da subunidade a3; B — da subunidade a5; C — da subunidade a7; D — da
subunidade 4 frente ao tratamento com nicotina nas doses de 1 pM, 10 uM, 100 uM 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 trés experimentos independentes e

em triplicata para cada dose e para o controle do tratamento. Apos 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 nimero de células vidveis tanto em relacdo a dose de 50 mM

quanto em relacdo ao controle na linhagem TE-1. Esse efeito, no entanto, ndo foi observado

para a linhagem TE-11 (Figura 43).
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Figura 43: Sobrevivéncia celular apos tratamento com etanol nas doses de 50 mM (0,2%), 100
mM (0,4%), 200 mM (0,8%) por 96h das linhagens celulares.
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Legenda: A — Sobrevivéncia celular ap6s 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
nimero de células viaveis tanto em relagdo a menor dose quanto em relagdo 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 Analise da expressdo de CHRNs nas linhagens TE-1 e TE-11 frente ao tratamento com

etanol

Os dados obtidos mostraram que o tratamento com etanol nédo alterou a expressao das

subunidades de CHRN em comparacédo ao controle do tratamento na linhagem TE-1. (Figura

44).
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Figura 44: Comparacdo da expressao 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.
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Legenda: A - Comparacdo da expressdo da subunidade a3; B — da subunidade a5; C — da subunidade a7; D — da
subunidade B4 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 ndo foi capaz de

afetar a expressdo das subunidades de CHRN na linhagem TE-11 (Figura 45).
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Figura 45: Comparacdo da expressao 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.
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Legenda: A - Comparagdo da expressdo da subunidade a3; B — da subunidade a5; C — da subunidade a7; D — da
subunidade B4 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 expressdao de CHRNs nas amostras de

esdfago humano (saudaveis e CEE) e nas linhagens de es6fago derivadas de CEE frente ao

tratamento com nicotina ou etanol.

Quadro 6: Analise de expressdo de CHRNs nas amostras de es6fago humano e nas linhagens
de esdfago derivadas de CEE frente ao tratamento com nicotina ou etanol

Controle Expresséo no Expressdo em Linhagens Linhagens
Subunidade L =XP . P Tratamento Tratamento
Positivo esdfago saudavel CEE "
Nicotina Etanol

CHRNA1 5U821§é Sem/Baixa expressdo | N&o foi avaliado | N&o foi avaliado | Né&o foi avaliado
CHRNA2 - - - - -
CHRNA3 A5°49 l Etilista Sem difererl(;a Sem difererl(;a Sem difererlga

60°C terco inferior de expressao de expressao de expressao
CHRNA4 gg‘oé Sem/Baixa expressdo | Nao foi avaliado | Néo foi avaliado | N&o foi avaliado
CHRNAS A5°49 Sem diferenf;a de T Amostras de | Sem difererl(;a Sem difererlga

60°C expressao tecido tumoral de expressao de expressao
CHRNAG - - - - -
CHRNA7 A549 l Tabagista T Amostras de | Semdiferenca | Sem diferenca

60°C terco superior tecido tumoral de expressdo de expressao
CHRNA9 %220‘?:1 Sem expressdo N&o foi avaliado | N&o foi avaliado | N&o foi avaliado
CHRNA10 l‘éoiil Sem/Baixa expressdo | N&o foi avaliado | Ndo foi avaliado | N&o foi avaliado
CHRNB?2 - - - - -
CHRNB3 - - - - -

A549 Sem diferenga de Sem diferenca Sem diferenca Sem diferenga
CHRNB4 o x x ~ ~

60°C expressao de expressao de expressao de expressao

Legenda: - sem controle positivo, conseqlientemente, sem analise de expressdo. T

subunidade; l - menor expressao da subunidade.

maior expressdo da
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4 DISCUSSAO

O desenvolvimento de CEE esta fortemente relacionado ao tabagismo e sabe-se que 0s
componentes do tabaco podem atuar via CHRNs. O papel dos CHRNs em céncer de pulméo
vem sendo estudado ha algum tempo, porém muito pouco se sabe sobre o papel dos CHRNs
na carcinogénese esofagica ou mesmo sua expressao no eséfago normal. Apenas um trabalho
avaliou a expressdo destes receptores em esofago até entdo (Nguyen et al., 2000), porém
apenas algumas das subunidades foram investigadas e a técnica utilizada foi a de
imunohistoquimica. Esta técnica tem como mecanismo basico o reconhecimento de antigeno
por um anticorpo, sendo uma técnica qualitativa e ndo quantitativa.

Assim, esse trabalho visou analisar a expressdo desses receptores no eséfago humano
utilizando a técnica de PCRq, uma técnica de amplificacdo de DNA in vitro, mais sensivel e
quantitativa. Analisamos entdo a expressdo génica dos CHRNSs no epitélio esofagico normal e
em carcinoma epidermdéide de es6fago, bem como sua regulacdo pelos fatores de risco
associados ao tumor. Foram avaliadas as subunidades al, a3, a4, a5, a7, a9, al0 e B4 pois,
para demais subunidades, ndo foram encontrados controles positivos.

As subunidades al, 04, 09 e a10 mostraram baixa ou nenhuma expressao em seis
amostras de es6fago saudavel analisadas, apresentando replicatas de uma mesma amostra com
valores de Cr distantes entre si ou amostras sem amplificacdo. Assim, sugere-se que essas
subunidades ndo sejam expressas no epitélio esofagico saudavel. Ja foi descrito que as
subunidades al, a9 e a10 sdo expressas em células epiteliais bronquicas (Carlisle, et al, 2004;
Arias, et al., 2009; West, et al, 2003). J& em células epiteliais de vias aéreas, sdo encontradas
as subunidades a4, 09 ¢ a10 (West, et al, 2003). Além disso, a subunidade 09 esta presente
em queratinocitos da pele (Chernyavsky, et al, 2007), enquanto a subunidade a4 também pode
ser encontrada em células epiteliais alveolares (Zia et al., 1997) e em neurbnios
dopaminérgicos e adrenérgicos no cerebro (Lindstrom, 2003). Assim, essas subunidades
parecem ser mais importantes na fisiologia de outros tecidos do que na do eséfago.

Por outro lado, demonstramos que as subunidades a3, a5, a7 e P4 sdo expressas
uniformemente no eséfago e o género parece ndo influenciar a expressao destes receptores
independentemente do terco avaliado.

Além disso, mostramos que individuos com maior idade apresentaram menor

expressao da subunidade f4 no terco superior. Ja no tergo inferior, foi observado 0 inverso,
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individuos com maior idade apresentaram uma maior expressao desta subunidade. Com
relacdo a literatura, ja foi avaliada a expressao das subunidades o4, a5, a7 e p4 relacionada a
idade em hipocampo de camundongos adultos (12-14 meses) e idosos (24-28 meses) sendo
que a idade parece ndo influenciar igualmente todas as subunidades. Normalmente, ha perda
de expressdo das subunidades 04 ¢ a7 em hipocampo de camundongos idosos, por exemplo.
Para a subunidade P4, alteragdes de sua expressdo associadas a idade sdo controversas, em
que j& foi demonstrada reducdo de expressdo em regifes do hipocampo de camundongos
C57BL/6, porém ndo ha mudanca de expressdo em camundongos CBA/Js idosos quando
comparados com os adultos (Gahring LC, Persiyanov K, Rogers SW, 2005). Com relacéo ao
esdfago, ndo ha artigos na literatura até entdo que tenham avaliado esse aspecto em relacéo
aos receptores colinérgicos nicotinicos. Sendo assim, sdo necessarios mais estudos para
melhor compreender esse fenémeno inverso observado nos tercos superior e inferior.

Com relacdo a CHRNA7, os individuos tabagistas apresentaram uma reducdo de
expressdo dessa subunidade em comparacgdo aos individuos ndo tabagistas no terco superior
do esdfago. Assim, os componentes do tabaco parecem ser capazes de influenciar a expressao
dessa subunidade, mesmo que de maneira transitéria. De maneira contraditoria, ja foi descrito
na literatura que a administracdo de nicotina aumenta a expressdo de CHRNA7 em células
pulmonares, levando a proliferacdo celular (Sekhon et al., 1999). Além disso, foi observada
uma inducdo de expressdo significativa e reversivel de CHRNAY in vitro frente & exposicao
aguda a nicotina em linhagens celulares epiteliais bronquicas humanas (Lam et al., 2007). Por
fim, um aumento de expressdo também foi descrito no cérebro fetal de rato quando
administrada a nicotina (Lv et al., 2008). Entretanto, vale ressaltar que es6fago, cérebro e
pulmdo sdo tecidos bastante diferentes metabolicamente, além de serem submetidos a doses
diferenciadas de nicotina e nitrosaminas ap6s o fumo devido a biodisponibilidade dessas
drogas. Sendo assim, cada tecido ird metabolizar tais drogas em taxas diferentes, o que pode
acarretar uma maior ou menor oferta das mesmas para se ligar e levar a regulacdo de
expressdo das subunidades. Além disso, a nicotina, a NNK e a NNN possuem afinidades
variadas pelos receptores nicotinicos, dependendo da sua composicéo (Schuller, 2007). Dessa
forma, podemos também supor que estes compostos possam regular de maneira tecido-
dependente a expressdo de tais receptores, uma vez que cada tecido possui composicdes
especificas. Devido a todas as diferencas aqui apresentadas entre es6fago, cérebro e pulmaéo e,

uma vez que muito pouco se sabe sobre a expressdo e regulacdo 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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esofagico, nossos dados apontam para a necessidade de estudos que tenham como enfoque
especificamente o eso6fago, considerando todas as suas particularidades.

Além disso, de acordo com o0s nossos dados, a expressdo de CHRNAS3 parece ser
afetada pelo consumo de &lcool. Nossas analises mostraram que individuos etilistas
apresentaram uma expressao reduzida desta subunidade em comparacdo a individuos néo
etilistas no tergo inferior do esdfago. Ja foi descrito que o promotor do gene que codifica
CHRNAZ3 encontra-se hipermetilado em cancer de pulmao (Paliwal et al., 2010), levando a
reducdo de sua expressdo. Além disso, ja foi relatado que o alcool interfere nos mecanismos
de metilacdo de alguns genes como genes supressores de tumor e de reparo em pacientes com
cancer de célon e reto (Van Engeland et al., 2003). Ja foi mostrado também que o alcool
induz uma redugédo significativa da absor¢ao do folato, membro da classe B de vitaminas, que
é requerido para metilacdo de substancias bioldgicas essenciais como o DNA, no intestino
(Hamid et al., 2009;Weir et al., 1985). Portanto, podemos supor que o perfil de metilacdo de
CHRNAS3 poderia estar sendo afetado no eséfago dos individuos etilistas incluidos nesse
estudo, 0 que resultaria na menor expressdo desta subunidade. Contudo, é essencial uma
analise mais profunda dessa subunidade, assim como de sua regulacao epigenética no es6fago
humano para melhor compreender o0s possiveis mecanismos moleculares que estariam
envolvidos nesta diminuicéo de expresséo.

A subunidade a5 ndo apresentou diferenga de expressdo em nenhuma das anélises
realizadas e, de acordo com a literatura, ha uma inducdo de expressdo significativa e
reversivel de CHRNAS in vitro frente a exposi¢do aguda a nicotina em linhagens celulares
epiteliais brénquicas humanas (Lam et al., 2007). Neste contexto, mais uma vez as diferencas
entre os tecidos devem ser consideradas para explicar tais resultados.

Por fim, buscando uma possivel associacdo entre a expressdo génica de CHRNs em
cada terco de esdfago saudavel, foi realizada uma andlise de correlacdo e observadas
associacOes positivas entre as subunidades a7 e p4 no terco superior, entre as subunidades o3
e P4 nos trés tercos e as subunidades a3 e a7 no terco inferior. Isso sugere que essas
subunidades podem estar sendo correguladas no epitélio esofagico saudavel. Ja foi
demonstrado na literatura que, em condi¢fes normais, celulas epiteliais de pulméo expressam
niveis otimos de diferentes subunidades de CHRNs de maneira controlada, assim s&o
formados receptores heteropentdmeros compostos pelas subunidades a3, a5 e 4. Ao serem
ativados, estes receptores ativam vias de sinalizacdo pro-apoptéticas com o objetivo de manter

0 estado de equilibrio entre sobrevivéncia e apoptose (Paliwal, et al., 2010). Assim, a
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associagdo positiva das subunidades a3 e B4 encontrada nos trés tercos pode ser explicada
dessa forma, pela formacdo de receptores heteropentameros para manter a homeostasia do
tecido. Além disso, a subunidade a7 ¢ capaz de regular a proliferagcdo e diferenciacao celular
em epitélio de vias aéreas (Maouche, et al, 2009). Assim, uma corregulacdo positiva com
subunidades associadas com apoptose (p4 no tergo superior ¢ a3 no tergo inferior) pode ser
importante também como uma forma de manter o estado de equilibrio do tecido.

Com relagdo as amostras de es6fago de pacientes com CEE, a maioria dos individuos
foi do sexo masculino, idade a partir dos 50 anos, tabagistas e etilistas ativos. O principal
terco do esdfago acometido é o terco médio, tumor moderadamente diferenciado e
estadiamento 3 ou 4 . Caracteristicas essas que estdo de acordo com o que ja foi relatado para
CEE em outros estudos (Queiroga, Pernambuco, 2006; Shi, et al, 2014; Arnold, et al, 2015).

Foram avaliadas as subunidades a3, a5, a7, f4 em amostras de tumor e tecido normal
adjacente pareadas de pacientes com CEE. As subunidades a3 e 4 apresentaram um perfil de
expressao bastante heterogéneo, ndo tendo sido encontradas diferencas estatisticamente
significativas. Também ndo foram encontradas associa¢des entre o Fold Change (razdo entre
a expressdo no tumor e no tecido normal adjacente) dessa subunidade e os dados clinico-
patoldgicos dos pacientes com CEE. Além disso, ndo foi possivel fazer a curva ROC e a curva
de sobrevida, pois 0 nimero de amostras foi pequeno, ndo havendo assim poder estatistico
para fazer tais analises.

Para a subunidade o3, também ndo foi encontrada diferenga de expressdo entre as
amostras de esdfago de individuos saudaveis e as amostras de eséfago de pacientes com CEE.
De acordo com a literatura, a expressao dessa subunidade varia dependendo do tipo de tumor.
Carracedo e colaboradores, em 2007, avaliaram a expressao dessa subunidade em amostras de
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco e a detectaram em apenas 3,33% dos
casos (1/30 casos), também ndo houve correlacao estatistica com os dados clinico-patolégicos
(sitio anatdmico, estadiamento e grau de diferenciagdo do tumor). J& Improgo e
colaboradores, em 2010, encontraram superexpressao dessa subunidade em carcinoma de
pulmdo de pequenas células, porém o autor ndo correlaciona tal expressdo com os dados
clinico-patologicos. Assim, os dados sugerem que a expressdo da subunidade o3 ndo esta
alterada no CEE.

Ja no caso da subunidade B4, as amostras tumorais e o tecido normal adjacente
apresentaram uma expressdo significativamente maior dessa subunidade quando comparada

com as amostras de es6fago de individuos saudaveis ndo tabagistas e ndo etilistas. Improgo e
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colaboradores, em 2010, observaram superexpressdo dessa subunidade em carcinoma de
pulm&o de pequenas células, em adenocarcinoma e em carcinoma de células escamosas. Esses
dados demonstram a importancia dessa subunidade para a carcinogénese pulmonar. Com
relacdo aos nossos dados, uma possivel explicacdo para tais diferencas de expressao
observadas entre as amostras pode ser 0s niveis de exposi¢do aos fatores de risco, tabagismo e
etilismo, uma vez que essa diferenca foi encontrada somente quando as amostras de CEE
foram comparadas com as amostras de es6fago de individuos que ndo fumam e ndo bebem. O
consumo de altas doses de alcool e tabaco, caracteristico de pacientes com CEE, parece
influenciar na expressdo desse receptor, afetando tanto o tecido tumoral quanto o tecido
normal adjacente.

Neste trabalho, a subunidade a5 foi encontrada superexpressa na mucosa tumoral
guando comparada com o tecido normal adjacente ao tumor e ndo foram econtradas
diferencas de expressao entre as amostras de es6fago de individuos saudaveis e de pacientes
com CEE. Além disso, avaliamos a correlacdo entre o Fold Change dessa subunidade e os
dados clinico-patoldgicos. Foi observada associacdo apenas com a localizacdo do tumor. A
diferenca de expressdo entre o tumor e o tecido normal adjacente é maior quando o terco
inferior do es6fago é acometido em comparacdo ao acometimento do terco superior. Ja foi
demonstrado que, em carcinoma de pulmao de pequenas células e em amostras de cancer de
pulmao de ndo pequenas células, essa subunidade se encontra superexpressa (Improgo, et al,
2010), porém o autor ndo correlaciona sua expressao com os dados clinico-patoldgicos. Com
iSs0, os dados sugerem que a expressdo da subunidade o5 esta alterada no CEE, assim como
demonstrado no pulméo, talvez ainda mais pronunciadamente no terco inferior.

Com relagdo a sobrevida, aos 20 meses, 40% dos individuos com Fold Change de
CHRNAS maior que a mediana ainda estavam vivos enquanto todos os individuos com Fold
Change menor ou igual a mediana ja tinham ido a Obito, porém essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa. Com relacdo a literatura, a maioria dos artigos nao correlaciona
a expressdo dos CHRNs com os dados clinico-patologicos e quando correlacionam, néo
encontram associagfes para essa subunidade. Assim sdo necessarias analises com um maior
namero de pacientes para ser ter certeza de tal efeito.

Através da curva ROC, a expressdo de CHRNAS foi capaz de distinguir o tumor da
mucosa normal adjacente com 79% de sensibilidade e 52% de especificidade, porém nao foi
estatisticamente significativo. Apesar de ndo haver poder estatistico, os dados sugerem que a

expressdo dessa subunidade apresenta uma sensibilidade considerada alta (capacidade de
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detectar verdadeiros positivos), porem ndo é muito especifica (capacidade de identificar os
verdadeiros negativos) na distin¢do dos dois tecidos. Néo ha artigos na literatura até entdo que
tenham avaliado esse aspecto em relacdo aos receptores colinérgicos nicotinicos,
demonstrando assim a relevancia desse trabalho. Porém, precisamos aumentar o nimero de
amostras avaliadas.

Finalmente, as amostras tumorais apresentaram uma expressao significativamente
maior da subunidade a7 em relagdo ao tecido normal adjacente de pacientes com CEE. Nao
foi encontrada nenhuma associacéo entre Fold Change desta subunidade e os dados clinico-
patoldgicos. Brown e colaboradores, em 2013, demonstraram superexpressdo dessa
subunidade em amostras de carcinoma de células escamosas de pulmao e tais niveis foram
correlacionados ao histdrico de tabagismo dos pacientes, fato esse ndo observado em nossas
amostras. Os nossos dados sugerem que a expressdao dessa subunidade estd aumentada no
CEE, porém esse aumento possivelmente ndo esta correlacionado ao tabagismo.

A expressdo da subunidade a7 nao foi capaz de impactar na sobrevida dos pacientes
com CEE. Novamente, se faz necessario aumentar o nimero de individuos analisados.

Através da curva ROC, a expressdao de CHRNAY 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 a5, porém com sensibilidade e especificidade
baixas.

Por fim, buscando uma possivel correlacdo entre a expressao génica de CHRNs no
tecido normal adjacente ao tumor e no tecido tumoral, foi realizada uma analise de correlacdo
e foram observadas correlagdes positivas entre as subunidades a3 e B4 em ambos os tecidos.
Sugere-se assim que as subunidades a3 e 4 possam ser correguladas. Este mesmo padréo foi
observado nos trés tercos do esdfago de individuos saudaveis, o que sugere que essas
subunidades sejam correguladas no es6fago humano, independentemente da condicéo (normal
ou patoldgica).

Em relacdo 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 sdo capazes
de regular a expressao das subunidades a3, a5, a7 e 4. Foram escolhidas essas linhagens por
expressarem niveis consideraveis de RNAmM desses receptores, especialmente a subunidade

a3, encontrada reduzida em individuos saudaveis etilistas no presente estudo. Além disso,
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foram avaliadas somente essas subunidades, pois elas foram as Unicas detectadas no epitélio
esofagico saudavel.

O tratamento com nicotina (doses de 1 uM, 10 uM e 100 uM por 72h) nao foi capaz
de alterar o numero de células viaveis ou a expressao das subunidades a3, a5, a7 ¢ 4 em
ambas as linhagens. Na literatura, ja foi demonstrado que tratamento agudo de células
epiteliais bronquicas humanas imortalizadas com nicotina (100 nM — 72h) leva a uma indugao
significativa e reversivel de CHRNA5 e CHRNA?7, retornando as niveis basais quando a
nicotina era removida. Ja as demais subunidades ndo apresentaram aumento ou reducéo
significativos frente ao tratamento (Lam, et al, 2007). Shi e colaboradores, por sua vez,
demonstraram que o tratamento com nicotina na dose de 10 puM por 8-40h promoveu a
expressdo protéica de CHRNAY7 de maneira tempo-dependente, levando a um aumento na
proliferacdo celular no tempo de 72h de maneira dose-dependente (0,01 pM - 10 pM) em
linhagens de carcinoma de nasofaringe (Shi, et al.,2012). Ha ainda trabalhos que
demonstraram superexpressao de CHRNs na linhagem A549 (linhagem de adenocarcinoma de
pulmédo) frente tratamento com nicotina, como por exemplo, Ma e colaboradores
demonstraram superexpressao da subunidade a5 (1 pM — 16h) (Ma, et al., 2014). Isso é
bastante interessante uma vez que a linhagem A549 é uma linhagem celular que apresenta
altos niveis de expressdo da maioria dos receptores colinérgicos nicotinicos e ainda assim um
tratamento com nicotina é capaz de aumentar a expressao dos CHRNs nessa linhagem. Por
outro lado, nenhum trabalho avaliou a expressdo desses receptores em linhagens de es6fago
até entdo. Ha somente um trabalho que demonstrou que células KYSE510 (linhagem celular
de carcinoma epidermoéide de esdfago) expostas a nicotina (80 nM — 81h) apresentaram um
aumento na taxa de proliferacdo e na capacidade migratoria e invasiva quando comparadas as
células ndo tratadas (Zhao, et al, 2014). Nesse presente estudo, ndo foram observados
aumento no numero de células viaveis frente ao tratamento e diferencas de expressdo das
subunidades avaliadas, contrastando com a literatura. Esse € o primeiro trabalho visando a
regulacao de expressdo de CHRNSs pelos fatores de risco associados ao CEE com linhagens de
CEE. Sendo assim, sdo necessarios novos experimentos incluindo tempos mais curtos (24h,
48h), para confirmar tal achado.

Conforme ja 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 nimero de células viaveis em relagdo ao controle na linhagem
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TE-1. Esse efeito, no entanto, ndo foi observado para a linhagem TE-11. Esse tratamento né&o
afetou a expressédo das subunidades a3, a5, a7 ¢ f4 em ambas as linhagens. Com relagdo aos
dados da literatura, ja foi visto que o tratamento crénico com etanol (100 mM - 0,4% por 4
dias) diminui os niveis de RNAm da subunidade a3, enquanto os niveis de RNAm da
subunidade a7 aumentam significativamente em linhagem de neuroblastoma (Gorbounova, et
al., 1998). Em linhagens celulares de adenocarcinoma ductal pancreético, a exposicao a longo
prazo com etanol (17 mM - 0,08% por 7 dias) induz significativamente a expressao de a3 (4,5
vezes), a5 (5 vezes) e a7 (5 vezes), resultando no aumento da produgdo de noradrenalina e
adrenalina que conduzem proliferacdo e migracdo celular (Al-Wadei MH, Al-Wadei
HA, Schuller HM, 2013). Mais uma vez, a diferenca entre os tipos celulares avaliados pode
explicar a discrepancia dos resultados. Porém, fica claro que a regulagdo destes receptores
pelo etanol precisa ser avaliada em mais detalhes.

Caso nossos dados sejam confirmados, eles sugerem que linhagens de CEE (TES) ndo
sdo responsivas frente ao tratamento com nicotina ou etanol em termos de regulagdo da
proliferacdo e regulacdo da expressdo de CHRNSs. Esta falta de responsividade pode ser
decorréncia do fato deste ser um sistema isolado, ou seja, outros componentes do tecido
esofagico e do organismo nédo estdo presentes, portanto, ndo observamos uma modulacao da
expressdo dos receptores em questdo como no caso do esdfago saudavel. Além disso, no caso
especifico do tabagismo, talvez a nicotina sozinha ndo seja capaz de desencadear tais efeitos.
Por fim, cabe ressaltar que a falta de modulacéo dos receptores nicotinicos nédo significa que
estes ndo estejam sendo ativados pelo tratamento, desencadeando respostas intracelulares.
Portanto, é necessaria a avaliagdo das mesmas.

Esse foi o primeiro trabalho que avaliou a expressdo génica dos receptores
colinérgicos nicotinicos em amostras humanas (saudavel e CEE) e em linhagens de es6fago
derivadas de CEE frente ao tratamento com nicotina ou etanol. Foram utilizados diferentes
modelos para avaliar tal expressao génica, tornando esse trabalho bastante relevante, uma vez
que a literatura cientifica é bastante escassa nesse tema em esofago, especificamente. Porém
devemos levar em consideragdo as limitacbes de cada experimento como, por exemplo,
namero de amostras humanas e doses, tempos e linhagens utilizados para 0s experimentos in
vitro, conforme ja mencionado. Os resultados obtidos sugerem uma participacdo dos CHRNs
na fisiologia do epitélio esofagico e os fatores de risco associados ao desenvolvimento de
CEE parecem ser capazes de afetar a expressdo desses receptores no epitélio esofagico

humano saudavel. Com relagdo ao CEE, a expresséo das subunidades a5 ¢ o7 estdo alteradas
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nesse tumor. Analises mais detalhadas sdo necessarias para tentar compreender melhor esse

tecido e os mecanismos de acdo da nicotina e do etanol na carcinogénese esofagica.
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CONCLUSAO

- O esdfago humano saudavel ndo expressa as subunidades al, a4, a9 e a.10, de acordo
com a técnica utilizada. Por outro lado, expressa as subunidades a3, a5, a7 ¢ 4 de maneira
uniforme nos trés tergos analisados;

- O género parece néo influenciar a expressdo destes receptores, independentemente
do terco de es6fago saudavel analisado;

- Individuos com maior idade apresentaram menor expressao da subunidade 4 no
terco superior. Ja no terco inferior, foi observado o inverso, individuos com maior idade
apresentaram uma maior expressao desta subunidade;

- O status de tabagismo dos individuos ndo apresentou correlacdo com a expressdo das
subunidades a3, a5 e B4 nas amostras de esdfago de individuos saudéaveis. Entretanto, foi
observada menor expressao da subunidade a7 em individuos tabagistas quando comparados a
ndo tabagistas no tergo superior de es6fago saudavel.

- O consumo de alcool pareceu ndo influenciar a expressao dos receptores a5, a7 e 34
nas amostras de esdfago de individuos saudaveis. Por outro lado, foi observada uma menor
expressdo de a3 em etilistas em comparacdo a nao etilistas no terco inferior de es6fago
saudavel;

- Foram encontradas associagfes positivas entre as subunidades a7 e B4 no terco
superior, entre as subunidades a3 e 4 nos trés tercos e as subunidades a3 e a7 no terco
inferior de es6fago saudavel;

- Nas amostras de CEE, as subunidades CHRNA5 e CHRNA7 foram encontradas
superexpressas no tumor quando comparado ao tecido normal adjacente;

- As amostras tumorais de es6fago de pacientes com CEE apresentaram uma expressao
significativamente maior da subunidade a7 quando comparadas com as de tecido normal
adjacente de esdfago de pacientes com CEE e de amostras de esdfago de individuos saudaveis
totais e de individuos saudaveis ndo tabagistas e ndo etilistas;

- Foi observado que as amostras tumorais e de tecido normal adjacente de es6fago de
pacientes com CEE apresentaram expressdo significativamente maior do receptor CHRNB4
quando comparadas com as amostras de es6fago de individuos saudaveis ndo tabagistas e ndo

etilistas;
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- A diferenca de expresséo da subunidade a5 entre o tecido tumoral e normal adjacente
(Fold Change) é maior quando o tumor acomete o terco inferior em comparacdo ao tergo
superior;

- Com relacdo a sobrevida, aos 20 meses, 40% dos individuos com Fold Change de
CHRNA5 maior que a mediana ainda estavam vivos enquanto todos os individuos com Fold
Change menor ou igual & mediana ja tinham ido a Obito. Ja para a subunidade a7, sua
expressdo ndo foi capaz de impactar na sobrevida dos pacientes com CEE. Em ambas as
subunidades, a analise ndo foi estatisticamente significativa;

- A expressdo de CHRNAS foi capaz de distinguir o tumor da mucosa normal
adjacente com 79% de sensibilidade e 52% de especificidade, porém ndo foi estatisticamente
significativo. Ja a subunidade a7 foi capaz de distinguir o tumor da mucosa normal adjacente
com 63% de sensibilidade e 73% de especificidade, sendo estatisticamente significativo;

- Foram observadas associacdes positivas entre as subunidades o3 e 4 no tecido
normal adjacente ao tumor e no tecido tumoral;

- O tratamento com a nicotina ndo foi capaz de afetar o nimero de células viaveis nas
linhagens TE-1 e TE-11. Porém, as doses maiores de etanol foram capazes de reduzir o
numero de células viaveis em relacdo ao controle na linhagem TE-1,;

- Nao foram encontradas diferencas de expressdo 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 expressao protéica das subunidades de CHRNSs nas amostras de es6fago saudavel;
- Aumentar o nimero de amostras de CEE para avaliacdo da expressdo de RNAm das
subunidades a3, a5, a7 e B4 e associagdo com os dados clinico-patoldgicos;

- Incluir a linhagem A549 como controle positivo dos tratamentos, uma vez que ja foi
mostrado na literatura que a nicotina é capaz de afetar a expressao dos CHRNSs nesta
linhagem;

- Curva de tempo (24h, 48h) para o tratamento agudo com nicotina (1 uM, 10 uM e 100 puM)
e etanol (50 mM, 100 mM e 200 mM) das linhagens TE-1 e TE-11;

- Tratamentos cronicos: 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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APENDICE A — Termo de consentimento informado (HUPE/UERJ)

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA/SERVICO DE ENDOSCOPIA DIGESTIVA

FOLHA DE CONSENTIMENTO INFORMADO

InformacGes aos participantes

Este estudo tem como objetivo investigar aspectos genéticos e da salude de pacientes
submetidos a endoscopia digestiva no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) e para
isso pedimos a colaboracdo destes pacientes para responder um questionario e doar 5mL de
sangue periférico (veia do braco). Pedimos também o consentimento para a utilizacdo e
fragmentos retirados do esdfago durante a endoscopia para que possamos efetuar as analises
genéticas relevantes. O questionario e a coleta do material serdo realizados por pessoas que
fazem parte desta pesquisa e que sdo devidamente treinadas para este fim.

Deixamos claro que a participacdo dos pacientes nesta pesquisa € voluntaria, e as
informacBes coletadas aqui, bem como os resultados das analises genéticas serdo mantidos
sob estrito sigilo e serdo utilizados somente pela equipe interna que faz parte desta pesquisa.

Toda a equipe que faz parte desta pesquisa agradece antecipadamente sua colaboragao

e se coloca a disposi¢do para esclarecer quaisquer duvidas que porventura aparegam.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu declaro que concordo em participar desta pesquisa na condi¢do de voluntario de
acordo com os critérios acima expostos.

Assinatura:

Data:




APENDICE B — Questionario sobre habitos (HUPE/UERJ)

Nome do paciente:
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Mo do Paciente/amostra(s)

!

Indicacéo clinica:

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

QUESTIONARIO SOBRE A SAUDE DO ADULTO
Tecido coletado:

- esofago () endoscopia () cirurgia
() normal () tumor

terco: () superior ( )médio ( ) inferior

-sangue ( )sim ( )ndo

I- Identificacdo:

Data da entrevista: / /

Nome do entrevistador:

Condicéo: Controle ( ) Caso ( )

Hospital/Servigo: /

NUmero de prontuério:

Inicio da entrevista: X (horas : minutos)
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Il - Dados pessoais:

Idade: anos

Data de nascimento: / /

Sexo: () Feminino () Masculino

Cor de pele (segundo entrevistador):

1.( ) branca 4. ( ) oriental
2. ( ) parda 5.( ) indio
3.( ) preta

Tem ascendente indio (pais, avos e bisavos)? () Nao ( ) Sim () N&o sabe informar

Tem ascendente negro (pais, avos e bisavés)? () Nao () Sim () N&o sabe informar

Qual o estado do Brasil que vocé nasceu?
Caso ndo tenha nascido no Brasil, qual o pais?

Endereco:

( ) residéncia ( )recado ( )trabalho ( )celular
( ) residéncia ( )recado ( )trabalho ( )celular
( ) residéncia ( )recado ( )trabalho ( )celular

Telefone:

Onde o/a senhor/a mora* atualmente?
( )zonarural ( ) zona urbana (bairro: )
*Se for no municipio do Rio de Janeiro colocar o bairro

Ha quantos anos o/a senhor/a mora neste local? anos

O/a senhor/a ja& morou na zona rural (roga, sitio, chacara)? () Nao ( ) Sim () N&o sabe
informar.

Se sim, quantos anos? anos



I11. InformacGes sobre problemas de satude

Alguma vez ja foi diagnosticado:
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Doenca

Com que
idade?

Usou remédio? Qual?

Quanto
tempo?

Hipertensdo arterial

Diabetes

Hipercolesterolemia/colesterol alto

Gastrite

Refluxo esofagico

Acalasia

Tilose

Doenga de Chagas

Doencas no figado (Hepatite,
Esteatose — gordura no figado,
cirrose)

~l |~~~ |~~~

N N N [N [N [N [N N [N

~l |~~~ |~~~

N N N [N [N [N [N N [N

Pancreatite

Ulcera péptica
Géstrica
Duodenal

Cancer
Que tipo?

Distlrbio emocional ou nervoso?

Outras

Somente para as mulheres:

~l~~ ~~~ |~

N [N [N N N N N N

~ N~~~ |

N N N N N [N N N [N

Faz ou fez terapia de reposicdo hormonal? ( ) Ndo ( ) Sim () Ndo sabe informar

Usa anticoncepcionais? ( )Nao ( )Sim ( ) N&o 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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IVV. Dados sobre ocupacéo

Ola senhor/a trabalha atualmente? ( )sim () nédo
Considerar sim o licenciado para tratamento clinico

Se ndo, o senhor/a:

() nunca trabalhou () jatrabalhou e é aposentado atualmente
() jatrabalhou mas néo 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:

Inicio (idade)  Término (idade) Horas/dia

Petréleo ou subprodutos

Material de tipografia

Amianto

Pesticidas

Alta temperatura

Raios x e outras radiagoes

Lavoura

Outros

NN N AN N N SN
SN N N [N N [N [N N

V. Informagdes sobre renda e escolaridade

Qual a renda habitual de sua familia, incluindo salarios, aposentadorias, pensdes, aluguéis e
outros rendimentos por més? reais

Quantas pessoas vivem desta renda?
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Quial a sua escolaridade?

) ndo sabe ler e escrever () 2°grau completo

) primario completo () 2°grau incompleto
) primario incompleto () superior completo

) 1° grau completo () superior incompleto
) 1° grau incompleto () pbs-graduacao

NN NN N

V1. Dados familiares

Qual o seu estado conjugal atual?
() casado ou morando h& mais de 6 meses com 0 mesmo/aparceiro/a
() separado ou divorciado

() vitvo
(

) nunca se casou
Quantos irmé&os o senhor/a tem ou teve? (incluir vivos e mortos)

irmaos irmas

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 1° filho? anos

A senhora ja passou por algum aborto? ( ) Ndo ( ) Sim. Quantos?
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Para TODOS:
Houve algum caso de tumor benigno na sua familia? () sim ( )ndo ( ) ndo sabe
informar

Houve algum caso de cancer na sua familia? ( )sim ( )ndo ( ) ndo sabe informar

Se sim, em que familiar e que tipo de tumor benigno ou de cancer?

Tumor (benigno ou Parentesco Tecido
maligno)
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VI1. InformacGes sobre tabagismo
O senhor se enquadra, em relacao a o habito de fumar, em que condicao:
() fuma atualmente pelo menos 1 cigarro por dia durante um periodo minimo de 3 meses

() parou de fumar ha pelo menos 1 ano
() nunca fumou

Com que idade o senhor/a comecou a fumar? anos

Se parou de fumar, com que idade? anos

Qual a quantidade e duracdo do habito de fumar?

Tipo Idade inicio  ldade que parou  Quantidade diaria

Cigarro com filtro

Cigarro sem filtro

Cigarro de palha

Charuto

Cachimbo

Narguilé

Durante toda a sua vida, vocé ja viveu com alguém que fumava regularmente dentro de casa?

( )sim ( )ndo ( )ndo sabe informar

Se sim, preencher a tabela a seguir:

Quantos anos Essa pessoa Durante Qual erao
. fumou por todo 1
Tipo de essa pessoa . guantos anos habito de
Parentesco 0 periodo em
fumo morou com Ue VOCAS essa pessoa | fumar dessa
VOCE? 4 - fumou? pessoa?
viveram juntos?
() Sim ( ) Diéario
( ) Néao () Ocasional
( ) Néo lembra ( ) N&o lembra
() Sim ( ) Diério
( ) Néo ( ) Ocasional
( ) Nao lembra ( ) N&o lembra
() Sim ( ) Diéario
( ) Néao () Ocasional
( ) Néo lembra ( ) N&o lembra




VI11. Informacdes sobre peso e alimentacao

Qual o seu peso atual?
E sua altura atual?

Qual foi seu peso méximo? (excluir os periodos de gestacdo)

Quantos anos tinha quando atingiu seu peso maximo?

IX. Informacdes sobre etilismo

Costuma ingerir bebida alcodlica? ( ) Sim () Nao

Se bebe ou bebeu por 6 meses ou mais, com que freqiiéncia bebe/ia?

() 1vezpordia ou mais () 1vez por semana
() 5a6 vezes por semana () 1a3vezes por més
() 2a4vezes por semana () nunca ou quase nunca
Quando foi que o(a) senhor(a) bebeu pela ultima vez? dias

Qual a bebida alcodlica que o senhor/a costuma/va tomar?
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Tipo Quantidade diaria

cerveja

vinho

pinga

vodka

uisque

conhaque

Com que idade comecou a beber? anos () ndo lembra

Se parou de beber, com que idade parou? anos( ) ndo lembra

Por que parou?

( ) indicacdo médica ( ) doenca ( ) outros

Com que faixa etaria o/a senhor/a bebia mais?

( )del5al9anos ( )de20a29 ( )de30a39 ( )40 oumais
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Recordando seu habito alimentar

Mudou sua alimentacdo no ultimo ano, antes do tratamento atual? ( ) Sim ( ) Nao

Se SIM, por que motivo?

() por estar doente () para engordar
( ) religido () alergia alimentar
( ) para emagrecer ( ) outros

Que tipo de mudanca ocorreu na sua alimentagdo?

As perguntas seguintes devem considerar o0s habitos anteriores a mudanca na
alimentacao:

O/a senhor/a costuma:

Tomar café da manhé

Lanchar entre o café e o almoco

Almogar

Lanchar a tarde

Jantar

|~ |~~~
— [ [ "~ N~ N~

Lanchar ap06s o jantar

Com que frequéncia costuma consumir queijo light, requeijéo light, iogurte diet ou light?

() 1vezpordia ou mais () 1vez por semana
()5 a6 vezes por semana () 1a3vezes por més
()2 a4 vezes por semana () nunca ou quase nunca

Quanto da gordura visivel da carne o/a senhor/a costuma tirar antes de comer?

() tiratoda a gordura visivel () néo tira a gordura
() tiraa maior parte () ndo come carne
() tira pequena parte da gordura () néo sabe

Ola senhor/a costuma comer a pele do frango? ( )sim ( )néo
Quando o/a senhor/a come frango ou carne fritos eles tém aparéncia externa:
() bastante escura ou tostado () pouco tostado

() tostado médio () mal passado
() ndo come
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Quando come churrasco, a aparéncia externa da carne que vOocé come:

() bastante escura ou tostada () bemclara
() tostada médio () ndo come
() pouco tostada

Costuma utilizar com maior freqiiéncia:

() manteiga () ambas
() margarina () ndo utiliza nenhuma

Se utiliza margarina, ela € do tipo light? ( )sim () ndo

Costuma comer frituras? ( ) sim () ndo

Com que frequéncia?

() 1vezpordia ou mais () 1vez por semana
()5 a6 vezes por semana () 1a3vezes por més
() 2a4 vezes por semana () nunca ou quase nunca

Que tipo de gordura costuma utilizar para cozinhar?

() banha () 6leo de girassol
() manteiga () 6leo de canola

() 6leo de soja () azeite

() 6leo de milho () nédo sabe

Com que frequiéncia costuma utilizar azeite?

() 1vezpordia ou mais () 1vez por semana
() 5a6 vezes por semana () 1a3vezes por més
()2 a4 vezes por semana () nunca ou quase nunca
Costuma tomar chimarrdo? ( )sim ( ) néo

Qual o volume por vez?

() umaxicara () mais de 2 xicaras

() 2xicaras



Com qual temperatura?
gelado

()
() temperatura ambiente
() morno

Costuma tomar mate? ( ) sim () ndo

() quente
() muito quente

Qual o tipo de mate? ( ) industrializado ( ) caseiro

Costuma tomar outros tipos de chd? ( ) sim ( ) ndo

Qual o volume por vez?

() uma xicara
() 2xicaras

Com qual temperatura?

() gelado
() temperatura ambiente
() morno

() mais de 2 xicaras

() quente
() muito quente

Qual tipo?
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Quando o/a senhor/a bebe café, café com leite ou leite com chocolate, qual é a temperatura?

() gelado
() temperatura ambiente
() morno

() quente
() muito quente

Quial o tipo de leite que o/a senhor/a costuma utilizar?

() integral
() desnatado

Costuma ingerir sopa? ( )sim ( ) néo
Com qual temperatura?
gelado

()
() temperatura ambiente
() morno

() semi-desnatado
() nuncatoma leite

() quente
() muito quente



Nos dias frios, de que maneira vocé prefere ingerir as bebidas:

() prefere ndo 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 cooperagéo do/a entrevistado/a foi:

() muito boa () regular
() boa () ruim

Observacgoes:
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APENDICE C - Termo de consentimento informado (INCA)

MINISTERIO DA SAUDE

N a Instituto Nacional de Cancer
Comité de Etica em Pesquisa-INCA

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER PROT ### — Aprovado _/ /2011

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 1

Projeto de Pesquisa “Marcadores Moleculares de Tumores Secundarios de Eséfago em
Pacientes com Carcinoma de Células Escamosas em Cabeca e Pescoco: Uso Potencial no
Diagnostico Precoce e na Terapéutica de Rotina” (CEE)

Nome do Voluntario:

Vocé é um paciente matriculado no INCA com diagnostico confirmado de cancer de
esdfago e, em breve, sera submetido a um tratamento que poderd ser cirirgico ou nao
(Quimioterapia/Radioterapia). Para seu estudo e planejamento terapéutico sera necessaria a
realizacdo de uma Endoscopia Digestiva Alta (exame para avaliar caracteristicas do seu tumor
como tamanho, localizacdo, etc.). Por isso esta sendo convidado a participar de um projeto de
pesquisa que envolve a coleta de uma bidpsia do seu tecido tumoral, de tecido normal
préximo ao tumor (quando possivel) e uma amostra do seu sangue. Esta bidpsia podera ser
realizada no momento em que for feita sua EDA e/ou no momento da cirurgia (caso seja
indicado o tratamento cirdrgico). Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste
projeto, precisa conhecer seus beneficios, riscos e consequéncias. Apds receber todas as
informacgdes abaixo vocé podera fornecer seu consentimento por escrito, caso queira

participar.

PROPOSITO DO PROJETO DE PESQUISA

Este projeto de pesquisa € um esforgo conjunto entre pesquisadores para utilizar os
recentes avancos na medicina na tentativa de diagnosticar precocemente casos de cancer de
esdfago que surgem como segundos tumores primarios (um segundo tumor que ocorre em
alguns pacientes que ja tiveram cancer de cabeca e pescogo). Tanto os tumores de esdfago

guanto os de cabega e pescogo sdo muito comuns em nosso pais e frequentemente causam a
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.’ ~ MINISTERIO DA SAUDE
(I N @ Instituto Nacional de Cancer
Comité de Etica em Pesquisa-INCA

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER PROT ##### — Aprovado __/ __ /2011

morte desses individuos. Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste projeto

de pesquisa, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicagdes.
OBJETIVOS DO PROJETO DE PESQUISA

Os objetivos deste projeto sdo a comparacdo das alteracdes moleculares entre cancer de
cabeca e pescogo e cancer de esdfago buscando descobrir marcadores moleculares com maior
eficiéncia para o diagndstico precoce do cancer de eséfago ou identificar os individuos que

possuem um alto risco de desenvolver um segundo tumor.
PROCEDIMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA

Se concordar em participar deste projeto sera necessario coletar amostras do tumor, e
quando possivel, do tecido normal préximo a lesdo. Esta coleta poderd ser realizada na
endoscopia digestiva alta e/ou durante o procedimento cirdrgico. Este procedimento nao
comprometerd o diagnostico e ndo ira interferir no tratamento. Além disto, sera 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 brago com
uma agulha para a aplicacdo de soro e medicamentos. Nesse momento aproveitaremos a

puncao para a coleta do sangue.

Ao concordar em participar deste projeto, os pesquisadores participantes consultardo
seus registros do prontuario e poderdo utilizar para pesquisas parte do material coletado que

foi armazenado.
METODOS ALTERNATIVOS

Caso vocé ndo deseje participar deste projeto de pesquisa, basta que vocé ndo assine
este Termo de Consentimento, e nenhuma amostra sera utilizada nem 0s seus registros

médicos serdo consultados.
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INSTITUTO NACIONAL DE CANCER PROT ### — Aprovado __/ /2011

RISCOS

O seu tratamento ser& exatamente 0 mesmo caso vocé participe ou ndo deste projeto de

pesquisa. Nao havera risco adicional para a obtencdo de amostras para o presente projeto.
BENEFICIOS

N&o haverad beneficios imediatos a vocé, porém a sua participacdo nesse projeto de
pesquisa podera contribuir para o entendimento de casos como o seu no futuro. Este projeto
poderd, no entanto, resultar em beneficios para outros pacientes que terdo o diagndstico de

cancer de esofago e que irdo fazer o tratamento.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Durante o projeto vocé tera o0 acompanhamento normal junto ao seu médico do INCA
que é responsavel pela sua assisténcia. Além disso, a Dr? Izabela Costa da Cirurgia de Cabeca
e Pescoco (tel: 3207-6782), o Dr. Eduardo Pinto, da cirurgia abdominopélvica (tel: 3207-
1161) e o pesquisador responsavel pelo projeto, Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto (tel: 3207-

6560), estardo disponiveis para esclarecer eventuais davidas.
CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidard de vocé, seus registros médicos poderdo ser
consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa e equipe de pesquisadores envolvidos. As
amostras de tecido serdo processadas de tal forma que sua privacidade e identidade sejam
preservadas. Seu nome ndo sera revelado ainda que as informacdes de seu registro médico
sejam utilizadas para propositos educativos ou de publicacdo, que ocorrerdo
independentemente dos resultados obtidos.



138

.’ ~\ MINISTERIO DA SAUDE
(I N u Instituto Nacional de Cancer
Comité de Etica em Pesquisa-INCA
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER PROT #### — Aprovado __/ /2011

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Caso haja a necessidade de atendimento médico, durante ou apds este projeto, este
ficard a cargo da instituicdo. Seu tratamento e acompanhamento médico independem de sua

participacdo neste projeto de pesquisa.
CUSTOS

Se vocé concordar com 0 uso das amostras bioldgicas conforme escrito acima, é
necessario esclarecer que vocé ndo terd qualquer custo ou forma de pagamento pela
participacdo no projeto de pesquisa. A participacdo no projeto é voluntéria e vocé nao sofrera
nenhuma penalidade caso ndo autorize a sua participacdo. Todo o seu tratamento e
acompanhamento médico serdo os mesmos, independente de sua decisdo de autorizar ou ndo a

participagao no projeto.
BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacio neste projeto de pesquisa é
completamente voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua
participacdo a qualquer momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem
direito. Em caso de desisténcia, a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta de

amostras para 0s exames relativos ao estudo sera imediatamente interrompida.
GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

NOs estimulamos a vocé 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 vocé tiver perguntas com relacdo a seus
direitos como participante desse projeto de pesquisa, também pode contar com uma terceira
pessoa imparcial, 0 Comité de Etica em Pesquisa do INCA, Rua André Cavalcanti 37,
telefone (21) 3207-6551. Email: CEP@inca.gov.br



139

/\ MINISTERIO DA SAUDE
(‘ Instituto Nacional de Cancer
I N u Comité de Etica em Pesquisa-INCA

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER PROT #### — Aprovado __/ /2011

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacOes acima e entendi o propdsito deste projeto de pesquisa assim como
os beneficios e riscos potenciais da participacdo 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 biolégico 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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() Na&o gostaria de ser reconvocado a oferecer um novo consentimento para cada
projeto de pesquisa que venha a utilizar agora, ou no futuro, material bioldgico

coletado pelo presente projeto de pesquisa.

Entendo que ndo receberei compensacdo monetéria por minha participacdo neste

projeto.
Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.
/ /
(Assinatura do Paciente) dia més ano
(Nome do Paciente — letra de forma)
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més 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 gque obteve 0 consentimento) dia més ano
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Nome:

DataMatricula: __ /  /  Género: Masculino[_] Feminino[_]

Nacionalidade: Brasil [_] outra[_] _  Naturalidade (UF): ___ Residéncia: Cidade:

UF:

Profissdo:

Cor da pele: Brancal:l Nﬁo-brancaD Data Nascimento: /7 Idade:
. 12 Grau 12 Grau 22 Grau 29 Grau Superior Superior Pos- Nio
Escolaridade: Analfabeto D Incomplete D CompletoD Incomplete D Completo D Incompleto D CompletoD GraduagéoI:l D

Informa

Estado Civil: Casado[ |

Unido Estavel D Divorciado I:] Solteiro D

Hist Familiar de Cancer de Eséfago: Nio[ |  sm[ ]

HABITOS DO PACIENTE
" - " Na
Tabagismo: Nao[ | sm[ ] & ] *

" . Nao
Informa Refluxo: NaoD S'mD Informa D
e " . Nao - . Nao
Etilismo: NaoD S'mD EXD Informa D Barret: NaoD S‘mD Informa D
Status Nutricional: Desnutr\';éoD Desnutricdo
) Grave

Desnutricdo . Nado
Moderada D e D EutroﬂcoD Sobrepeso D Obeso D informa D

INFORMAGCOES SOBRE A DOENCA

Data do Diagnéstico (LaudoDIPAT):  / / Esbfago & STP: Nao[ | sm[_] CID PTP:

QTD th+QTD th+BQ7D th+QT+BQTD OutroD Outro:

Tto do PTP: NenhumD CirurgiaD thD

Localizago: C15.0 E§6f330 D c15.1 Fséfago D c15.2 Estj:fago D Cl?.? Esofago
Cervica; Torécico Abdominal Toracio 1/3 Sup
C15.5 Esdfago

C15.8 Lesdo C15.9 Nao
Toracico 1/3 Inf Invasiva D especificado D

D C15.4 Esofago
Torécico 1/3 Med

Grau de Diferenciagdo: 1(@Eemdif) [_] 1l (Moddin [_]

i{pouco dif) [ ]| Uso de Sonda NasoEntérica: Nio[ | sim[_] Nao

TNM (Abdome): cT: 1a[ ] 1]

InformaD
2 [] N | a[] ] is ] x[]
oN: o [] 1[] 2 [] 3[] x[]  eM: 0[] 1[] x[]

Estadiamento (Abdome): n[_] e []

IIAD IIBD IIIAD IIIBD IIICD v D

TRATAMENTO
Tto Inicial: NenhumD CirurgiaD thD th+QTD

ra+Bar [ ] Reareat] | suporte[ |

Local Tto inicial: Foradomca [ ] Nomea[]

Doenga Residual apés Tto inicial: Nao[ | sim[_]

Inicio Tto inicial: ___ / / Fimdo Ttoinicial: __ / /

Tto Adjuvante: Nenhum D Radioterapia D Rxt+QT D Tto Resgate: Cirurgia D Suporte D Nenhum D

RXT: Curativa D
QT:

TtoResgate: /[

Neoadjuvante I:l Paliativa D

Curativa D Neoadjuvante D Paliativa D

Completou? nzo[ | sim[_]
Completou?  nzo[_] sim[_]
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INFORMACOES SOBRE CIRURGIA (ESOFAGECTOMIA)
Cirurgia: VLP D Transhiatal D Transtoracica D

Linfadenectomia: 2campos[ ]  3campos[ ]
Reconstrugdo Trato Alimentar:  colon Direito [_]

Né&o Realizada D Nao Informa D
Cdlon Esquerdo D Célon Transverso D Estémago D

Sim, apos ampliagdo I:' N3o avaliado I:l

Margens Livres: Nao[ | sim[]

TNM (Abdome): cT: 1a[ ] 1] 2 [] s [ aa[] ] is [ x[]
eN: o [] 1] 2 [] s[] x[]  eMm: 0[] 1] x[]
Estadiamento (Abdome): 1 [] e[ ia[] e [] ma[_] me[_] me[] v ]

ACOMPANHAMENTO
RemissSo Completa: Nio [ ] sim[_] Recidiva Presente:  Nao [ ] sim[_]

Data Recidiva: S/
Local Recidiva: Local [ ] tneD[ ] pistancia [ ] Ultima Consulta: ____ /[ d§’d‘§“e‘;ta O S/df)ﬁ:'cj ° [
DataHCIV: __ / / ~ DataObite:___ / [/

Causa Obito:

ApresentouSTP: nao[ |  sim[ | DeteccioSTP:___/  / _ Sincrénico: Nio[ ] sm[] CDSTP:__

Metastase a distdncia:  Nao [_] sim[] Sitio de Met4stase:
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Rio de Janeiro, 20 de junho de 2002

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof.: Wille Oigman
Para: Prof. Paulo Roberlu Alves de Pinho

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitirio Pedro Ernesto, apds
avaliagdo, considerou o projeto (416-CEP/HUPE) " CANCER DE ESOFAGO: UM ESTUDO
MULTIDISCIPLINAR " aprovado, encontrando-se este dentro dos padrdes éticos da
pesquisa em seres humanos, conforme Resolucdo n.© 251 sobre pesquisa envolvendo
seres humanos de 07 de agosto de 1997, do Conselho Nacional de Saide, bem como o
consentimento livre e esclarecido.

O Comité de Etica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a
esta comissao um sumario dos resultados do projeto.

/,/Pf W/L/\< |

Prof. Wille Oigman
Presidente do Comité de FEtica Pesquisa
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ANEXO B - Carta de aprovacdo do projeto sob o nimero 116/11 pelo Comité de Etica em
Pesquisa do INCA

Rio de Janeiro. 5 de dezembro de 2011.

Memo 440/11-CEP-IT

A(0): Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n° 116/11 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este estudo)
CAAE - 0086.0.007.000-11

Titulo do Estudo — Marcadores Moleculares de Tumores Secundarios de Esofago em Pacientes
com Carcinoma de Células Escamosas em Cabega e Pescogo: Uso Potencial no Diagnéstico
Precoce ¢ na Terapia de Rotina

[

Prezado(a) Pesquisador(a),

[nformo que o Comité de Etica em Pesquisa do INCA aprovou apos reandlise o
estudo intitulado: Marcadores Moleculares de Tumores Secundirios de Eséfago em
Pacientes com Carcinoma de Células Escamosas em Cabeca e Pescoco: Uso
Potencial no Diagnéstico Precoce e na Terapia de Rotina versao 2, bem como seu
TCLE para estudo prospectivo CECP versdo 3 ¢ TCLE para estudo retrospectivo
CECP e CEE versio 3, em 30 de novembro de 2011.

Ressalto o(a) pesquisador(a) responsavel devera apresentar relatérios semestrais
a respeito do seu estudo.

Atenciosamente.

Dr. Gﬁm
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

CEP-INCA
Ry

C/c ~ Dr. Luiz Augusto Maltoni — Direcio Geral



