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RESUMO

A acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE) sado enzimas do grupo
das hidrolases que desempenham um importante papel na neurotransmissao
colinérgica e em outras fungdes fisiologicas. Ha evidéncias de que essas enzimas
participem do controle da proliferacao e diferenciacao celular e que, por esse
motivo, possam ter alguma influéncia no processo de tumorigénese. De fato, ja foi
demonstrado que os genes das colinesterases estao estruturalmente alterados ou
se expressando de maneira aberrante em uma série de tipos tumorais. Nesse
estudo, investigou-se a possivel alteragao (amplificagdo ou dele¢ao) dos genes
ACHE e BCHE em tumores de mama esporadicos de 55 pacientes. A amplificacao
dos segmentos foi realizada por meio da PCR em tempo real e analisadas
utilizando-se o método da quantificagao relativa, tendo como controle amostras do
sangue periférico de cada paciente. Para as analises estatisticas, foi utilizado o
programa Statistica for Windows (StatSoft, Inc, 2000). Foi observado que os genes
BCHE e ACHE estao deletados em 56,36% e 43,64% dos casos, respectivamente,
e ambos encontraram-se amplificados em 23,64% dos casos. Observou-se ainda
que, embora estejam localizados em cromossomos diferentes, as altera¢des dos
genes das colinesterases correlacionam-se entre si. Relacionando-se os resultados
obtidos com alguns dados clinico-histopatoldgicos, verificou-se que a amplificagao
do oncogene ERBB2 esta correlacionada com a dele¢ao dos genes ACHE e
BCHE, e que o numero de alteragées nos genes das colinesterases aumenta
conforme aumenta o grau de malignidade do tumor.

Palavras-chave: Butirilcolinesterase. Acetilcolinesterase. Amplificacdo génica.

Delecéo génica. Cancer. PCR em tempo real.



ABSTRACT

Acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) are enzymes of the
hydrolases group that have an important role in the cholinergic neurotransmission
and also in other physiologic functions. Increasing evidence supports the
involvement of these enzymes in the cell proliferation control and differentiation,
and for this reason they might have an influence in tumorigenesis. In fact, it has
already been shown that the cholinesterase genes are structurally altered or
aberrantly expressed in a variety of tumor types. In this study, possible alterations
(amplification or deletion) in the ACHE and BCHE genes were investigated in
sporadic breast tumors of 55 patients. The segment amplification was performed by
real time PCR and analyzed using the relative quantification method; the peripheral
blood samples of each patient were used as control. For statistical analysis, the
program Statistica for Windows (StatSoft, Inc, 2000) was used. Deletions of the
BCHE and ACHE genes were observed in 56.36% and 43.64% of the tumors,
respectively, and both of them were found to be amplificated in 23.64% of the
cases. Although these genes are located in different chromosomes, their
alterations were found to be correlated. The results were also related with some of
the clinicohistophatological factors and it was observed that the ERBB2 oncogene
amplification is correlated with the deletion of ACHE and BCHE genes, and the
number of alterations of the cholinesterase genes increase as the tumor’s
malignancy grade increase.

Key-words: Butyrylcholinesterase. Acetylcholinesterase. Gene amplification. Gene
deletion. Cancer. Real time PCR.
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1. INTRODUGCAO

A butirilcolinesterase e a acetilcolinesterase sdo hidrolases que catalizam a
hidrolise de ésteres de colina.

A Dbutirilcolinesterase exibe ampla distribuicdo, sendo particularmente
abundante no figado, onde é sintetizada, e no plasma. Hidrolisa preferencialmente a
butirilcolina e, embora ndo tenha uma funcgao fisiologica bem definida, sabe-se que
desempenha um importante papel no metabolismo de compostos clinicamente
importantes, como a succinilcolina e a procaina, que sao agentes anestésicos, além
de numerosos outros ésteres (GALENKO-YAROSHEVSKII, 2003). Possui variantes
genéticas, as quais sado responsaveis, em parte, pela variabilidade observada na
duragéo de acéo dessas drogas (RANG, DALE & RITTER, 2001).

A acetilcolinesterase também é encontrada em varios locais do corpo, sendo
0 mais importante a juncdo neuroefetora colinérgica. Ela apresenta relativa
especificidade ao neurotransmissor acetilcolina, sendo de fundamental importancia
nas respostas neuronais (CRAIG & STITZEL, 2005).

Ha evidéncias de que as colinesterases estejam envolvidas em fungdes “nao-
classicas”, tal como o controle da proliferagao e diferenciacao celular (LAYER, 1991;
BEM AZIZ-ALOYA et al.,, 1993; LAYER & WILLBOLD, 1995), o que sugere uma
possivel influéncia dessas enzimas no processo de tumorigénese. De fato, ja foram
demonstradas alteracées na atividade ou no numero de cépias das colinesterases
em cancer de célon (MONTENEGRO et al., 2005), cancer de pulmao (MARTINEZ-
MORENO et al., 2006), canceres que acometem o sistema nervoso (GNATT et al.,
1990; PERRY et al., 2002; VIDAL, 2005), carcinoma de ovario (ZAKUT et al., 1990),
leucemias (LAPIDOT-LIFSON et al., 1989) e ainda as regibes em que 0s genes
BCHE e ACHE se encontram ja foram observadas estarem amplificadas em
neoplasias da mama, da prostata e de cabega e pescogco (BUERGER et al., 1999;
HIBI et al., 2000; PINTO et al., 2006; JUNG et al., 2006), e deletadas em canceres
da tiredide e em leucemias (STEPHENSON, 1996; MARSH et al., 2003).

Se essas enzimas realmente exercerem alguma influéncia nesses processos,
a alteragdo da estrutura e da expressao dos genes ACHE e BCHE pode conferir
uma vantagem seletiva de rapido crescimento celular em areas localizadas no tecido
tumoral, interferindo na etiologia da doenca (ZAKUT et al., 1990). E importante,

portanto, que se esclaregcam esses eventos de amplificacdo e/ou delegao, quais os
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genes envolvidos e sua influéncia no processo de tumorigénese, até mesmo porque,
de acordo com RACZ et al. (1999), a deteccdo de um gene alterado em células

tumorais pode contribuir para estabelecer o prognéstico da neoplasia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Colinesterases

As colinesterases (ChEs) sdo enzimas do grupo das hidrolases que catalizam
a hidrdlise dos ésteres de colina, desempenhando papel chave na neurotransmissao
colinérgica e em outras funcgdes fisioldgicas.

Existem dois tipos principais de colinesterase: a acetilicolinesterase (AChE) e
a butirilcolinesterase (BChE), que sdo estreitamente relacionadas na sua estrutura
molecular, mas que diferem na sua distribuicdo, especificidade de substrato e
fungdes (RANG, DALE & RITTER, 2001). A AChE exibe uma especificidade para a
acetilcolina e interrompe a transmissao dos impulsos nervosos pela rapida hidrélise
desse neurotransmissor na membrana pds-sinaptica da jungdo neuromuscular
(BARNARD, 1974 apud PATOCKA, KUCA & JUN, 2004); ja a BChE néao é tao
especifica e catalisa a hidrolise desse neurotransmissor e de outros ésteres
(CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989).

Tanto a BChE quanto a AChE existem como polimeros de subunidades
cataliticas, que assumem formas globulares ou assimétricas. As formas globulares
sdao chamadas Gi, G, e G4, e possuem uma, duas e quatro subunidades,
respectivamente. As formas assimétricas tém como subunidade de um a trés
tetrdameros (A4, As € Aqy, respectivamente) ligados por pontes de dissulfeto
associados a uma fita de colageno (CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989), por meio
da qual sao fixadas a membrana basal em varios locais, como nos eritrécitos € na
placa motora terminal (RANG, DALE & RITTER, 2001).

A BChE e a AChE possuem uma homologia de 65% em sua sequéncia de
aminoacidos, e suas estruturas do sitio ativo sdo bastante semelhantes, embora
sejam produtos de genes diferentes (ALLDERDICE et al., 1991). Essa ampla
homologia sugere que os genes dessas enzimas (BCHE e ACHE) possam ter
surgido da evolugdo de um precursor comum (SMALL, MICHAELSON & SBERNA,
1996). Ambas sao glicoproteinas (MILLARD & BROOMFIELD, 1992) e possuem um
residuo de aminoacido serina no sitio ativo que € essencial para suas atividades
cataliticas, pois realiza a hidrélise do substrato (COHEN & OOSTERBAAN, 1963
apud DARVESH, HOPKINS & GEULA, 2003; QUINN, 1987).
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2.1.1. Butirilcolinesterase

A BChE, também conhecida como pseudocolinesterase, colinesterase
plasmatica e colinesterase inespecifica (CRAIG & STITZEL, 2005), exibe uma ampla
distribuicdo, e pode ser encontrada no figado, na pele, no cérebro, no musculo liso
gastrintestinal, bem como no plasma em forma soluvel (RANG, DALE & RITTER,
2001).

Hidroliza com maior eficiéncia a butirilcolina e a propionilcolina do que a
acetilcolina (MAIN et al.,, 1974). Além de ésteres de colina, essa enzima catalisa
também a hidrélise de uma variedade de outros ésteres: agentes utilizados em
anestesia como a procaina, ametocaina, bupivacaina (GALENKO-YAROSHEVSKII,
2003) e o mivacurio (DARVESH, HOPKINS & GEULA, 2003), e outros compostos
como cocaina (GATLEY, 1991, CARMONA et al., 2000), heroina (LOCKRIDGE et
al., 1980) e aspirina (MASSON et al., 1998).

Por muito tempo, o principal interesse em se estudar essa enzima estava na
sua reagao com a succinilcolina, um relaxante muscular utilizado em anestesias. Foi
descoberto que a BChE era a principal responsavel por sua degradagdo e que
pacientes que apresentavam uma apnéia prolongada possuiam uma variante
genética incomum e ineficiente dessa enzima (KALOW & DAVIES, 1958).

A molécula da BChE contém 574 aminoacidos por subunidade e 9 cadeias de
carboidratos ligadas a 9 asparaginas (LOCKRIDGE et al., 1987). Acredita-se que a
glicosilacdo participe do dobramento, secregdo, estabilidade e liberacdo das
colinesterases. O grande numero de sitios glicosilados na BChE parece contribuir
com sua longa meia vida, protegendo-a contra a protedlise e aumentando seu tempo
de permanéncia na circulagdo sanguinea (NACHON et al., 2002).

Arpagaus et al. (1991) compararam um fragmento de 423 nucleotideos
localizado no éxon 2 do gene BCHE de humanos com o mesmo gene de alguns
mamiferos; a identidade nucleotidica foi de 98,8% em macacos, 94,1% em ovelhas,
93,6% em bois, 92,4% em coelhos, 91,7% em suinos, 91,3% em cachorros e 86,3%
em camundongos. De acordo com estudos de Lockridge et al. (1987), a sequéncia
da Dbutirilcolinesterase humana apresenta 53,3% de identidade com a
acetilcolinesterase de Torpedo californica e 28% de identidade com a porgao
carboxi-terminal da tiroglobulina bovina.

O gene BCHE, que codifica a enzima BChE, esta localizado no cromossomo

3 tanto em humanos (3926.1-g26.2) quanto em camundongos e, naqueles,
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apresenta um comprimento de 64.560 pb e possui 4 éxons e 3 grandes introns
(GAUGHAN et al., 1991) (Figura 1). O éxon 1 do gene BCHE contém seqiéncias
nao traduzidas, um tamanho de 149 pb e dois potenciais sitios de iniciacdo da
traducao, nos cédons -69 e -47; o éxon 2, de 1.525 pb, contém 83% de sequéncia
codificadora para a proteina madura, incluindo o N-terminal, a serina do sitio ativo, e
um terceiro possivel sitio de iniciagdo, no cdédon -28; o éxon 3 possui 167
nucleotideos e o éxon 4, de 604 pb, codifica a por¢ado C-terminal da proteina e a
regidao 3° UTR, na qual foram identificados 2 sinais de poliadenilagdo, ambos
funcionais. O intron 1 possui um comprimento de 6.272 pb, enquanto os introns 2 e
3 possuem 43.205 pb e 12.638 pb, respectivamente (ARPAGAUS et al.,, 1990;
NT_005612, NCBI). Nesse mesmo estudo, os autores sugerem que esse gene esta

presente em copia unica no genoma humano.

65 kb

|:| Regido codificadora

Figura 1. O gene BCHE. Esta localizado no cromossomo 3 (3g26.1-q26.2), tem
aproximadamente 65 kb e é composto por 4 éxons (E1, E2, E3 e E4) e 3 introns (I1, 12 e 13).

Ja foram identificadas mais de 65 mutacdes no gene BCHE (SOUZA et al.,
2005). Entre elas estao as variantes A (atipica), K, J e H.

A variante “atipica” € originada por uma mutagcado que provoca a substituicdo
de um 4&cido aspartico por uma glicina no cédon 70. E conhecida por estar
relacionada a hipersensibilidade a succinilcolina, e sua frequéncia alélica é de 2,0%
em Caucasdides (MCGUIRE et al., 1989). Valor semelhante (1,8%) foi encontrado
em uma populacdo de euro-descendentes da cidade de Curitiba (MIKAMI et al.,
2008).

A variante K, um dos polimorfismos mais comuns, é encontrada em 33% dos
Caucasoides e Orientais, e apresenta uma frequéncia alélica de 18,4% em euro-
descendentes (SOUZA et al., 1998). E originada por uma mutacdo de ponto no
cédon 539, que resulta na substituicdo de uma alanina por uma treonina (BARTELS
et al., 1992). A enzima K n&o apresenta diferencas com a BChE selvagem em

relagdo a afinidade e taxa de catalise de substratos, taxa de secrecdo da célula ou
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formagao sérica de tetrdmeros, ndo apresentando nenhum efeito aparente na
estrutura ou atividade da BChE (ALTAMIRANO, BARTELS & LOCKRIDGE, 2000).
Tem sido estudada como um fator associado a Doenga de Alzheimer de
desenvolvimento tardio (MCILROY et al., 2000).

A variante J resulta de uma mutagdo no cédon 497, que altera um acido
glutdmico por uma valina (BARTELS, JAMES & LA DU, 1992) e causa uma
diminuigcdo de 66% na quantidade de butirilcolinesterase, talvez por um retardo na
sintese ou ainda por uma aceleragao da degradacao dessa molécula (GARRY et al.,
1976). Na variante H, um residuo de valina no cédon 142 é substituido por uma
metionina, o que resulta em uma proteina com uma atividade 90% menor que a
enzima do tipo selvagem (JENSEN, BARTELS & LA DU, 1992).

Ha ainda varias formas mutantes da BChE que possuem atividade inferior a
10% quando comparada com a enzima usual; sdo chamadas de variantes
silenciosas, pois ndao sao capazes de catalisar ésteres de colina (LIDDELL,
LEHMANN & SILK, 1962). No entanto, os homozigotos ndo apresentam qualquer
efeito deletério aparente, e seus portadores tém saude normal, a ndo ser se forem
submetidos a wuma cirurgia com succinilcolina como relaxante muscular
(CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989).

Por muito tempo a fungéo fisiologica da BChE ficou incerta e a observagao
feita por Primo-Parmo et al. (1996) de que individuos com a auséncia dessa enzima
funcional ndo apresentavam problemas de saude, s6 levava a crer que ela era uma
enzima “nao-essencial’. Entretanto, estudos recentes sugerem que ela tenha uma
participacdo nos mais diversos processos fisioldgicos.

A BChE esta presente em regides do cérebro nao relacionadas com a AChE,
como por exemplo nas células endoteliais dos capilares, nas células da glia e nos
neurénios (GRAYBIEL & RAGSDALE, 1982). Li et al. (2000) sugerem que ela
possua uma fungao fisioldgica natural em regides especificas, mas que de uma
maneira geral, ela atua como um substituto da AChE, mantendo e regulando a
transmissao colinérgica quando esta enzima esta ausente ou com sua atividade
comprometida. Nos estudos de Mesulam et al. (2002), Girard et al. (2007) e Duysen
et al. (2007), nos quais foram utilizados camundongos knockout para a AChE, foi
demonstrado que a BChE, além de ter potencial para substituir a AChE, sendo
essencial para a sobrevivéncia desses camundongos, ainda pode ter uma fungao

constitutiva na hidrolise da acetilcolina no cérebro normal e nas jungdes
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neuromusculares, nas quais atuaria como um protetor dos nervos terminais contra o
excesso desse neurotransmissor.

Duysen et al. (2007) também verificaram essa fungéo fisiolégica da BChE -
hidrolise da acetilcolina in vivo - em camundongos knockout para a propria BChE e
em humanos. Foi observado que animais BChE -/- morriam apds a administracao de
uma droga inibidora especifica da AChE, o que nao ocorre com animais do tipo
selvagem, e concluiu-se que o fato era decorrente da falta do backup normalmente
realizado pela BChE.

Em humanos, observou-se que pacientes com deficiéncia da enzima BChE
apresentaram um atraso no inicio do desenvolvimento da Doenca de Alzheimer, e
que seu declinio cognitivo era mais lento do que em pacientes com niveis normais
dessa colinesterase. Essa observagao pode ser explicada pela hipétese de que os
cérebros dos pacientes com a deficiéncia de BChE sao capazes de manter os niveis
de acetilcolina normais e, consequentemente, uma fungcédo cognitiva normal por um
longo periodo, por haver uma menor hidrolise desse neurotransmissor.

Tanto a BChE quanto a AChE se expressam durante o desenvolvimento
embrionario. Ha evidéncias de que a BChE esta presente transitoriamente em
algumas células embrionarias, nas quais ela pode estar sendo substituida, em
alguns casos, pela AChE. Isso sugere uma fungdo para a BChE como uma
acetilcolinesterase embrionaria e sugere uma complementariedade no papel das
duas enzimas (CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989). Essa expressao transitéria se
da em uma grande populagdo de neurbnios e também em células ndo neuronais, e
tem sido interpretada como uma evidéncia da participacdo dessa enzima no
desenvolvimento do sistema nervoso, seja pela sua atividade enzimatica ou pela sua
capacidade de regular outras proteinas (DARVESH, HOPKINS & GEULA, 2003).

Em estudos de Layer & Sporns (1987), realizados com embrides de galinha,
foi observado que, tanto na retina quanto no cérebro, a diminuicdo da proliferagao
celular é seguida pela diminuicdo da quantidade de BChE. Os mesmos autores
também observaram que a BChE é expressa logo no inicio e durante a mitose,
enquanto a AChE é expressa em torno de 11 horas apos a divisao celular. Sugere-
se, entdo, a participagdo dessa enzima na regulacdo da proliferacdo celular e
também na expressao da AChE, além da participacao desta ultima no processo de
diferenciagao celular (LAYER, 1991; LAYER & WILLBOLD, 1995).
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A BChE possui ainda uma importancia toxicolégica e farmacoldgica, pois
detoxifica compostos anticolinesterasicos e varias drogas, além de proteger contra o
envenenamento por organofosforados (BROOMFIELD et al., 1991; SCHWARZ et al.,
1995; COKUGRAS, 2003). Estudos mostram que ela pode ser a primeira linha de
defesa do organismo contra substancias toxicas inaladas ou ingeridas (JBILO et al.,
1994). Também parece estar envolvida no metabolismo de lipoproteinas (KUTTY &
PAYNE, 1994), manutengdo da mielina (EARL & THOMPSON, 1952), e no
processamento da proteina precursora amildide (BALASUBRAMANIAN, 2001).

Além da hidrdlise de ésteres, é provavel que a BChE apresente uma atividade
de aril acilamidase, que catalisa a hidrolise de acil amidas das aminas aromaticas
(GEORGE & BALASUBRAMANIAN, 1981). Essa atividade n&o possui fungéo
fisiolégica conhecida, mas proporciona a hidrolise do substrato sintético o-
nitroacetanilido em o-nitroanilido e acetato (COKUGRAS, 2003), e é inibida pelo
neurotransmissor serotonina e estimulada pelo aminoacido tiramina (GEORGE &
BALASUBRAMANIAN, 1981; BALASUBRAMANIAN & BHANUMATHY, 1993).

Os niveis de BChE no soro sdo influenciados por diversas condi¢des clinicas
e estados fisiologicos (ROBERTSON, 1966). Edwards & Brimijoin (1982) realizaram
estudos com ratos hipofisectomizados e observaram que a AChE tem uma
regulacéo tecido especifica, enquanto a BChE depende de um tipo de regulagao
homeostatica por todo o corpo. Alteragdes na atividade da BChE ja foram descritas
em casos de anemia severa (FABER, 1943), em deficiéncia renal (SIMON et al.,
1969), na gravidez (ROBERTSON, 1966), em disfun¢des hepaticas (HADA et al.,
1988) e em sindromes metabdlicas e obesidade (ALCANTARA et al., 2005). Parece
também ter uma diferenca de atividade de acordo com o sexo e a idade do
individuo. Foi verificado que até os 60 anos a atividade da BChE & maior em
homens do que em mulheres e que, nestas, apds a menopausa a atividade
aumenta, equiparando-se a dos homens. Em mulheres, além do ciclo menstrual, a
atividade da colinesterase plasmatica ainda é influenciada pelo uso de pilula
anticoncepcional, o qual leva a uma diminuigdo da mesma (SIDELL & KAMINSKIS,
1975; FAIRBROTHER et al., 1989).

2.1.2. Acetilcolinesterase
A AChE é uma das enzimas cruciais do sistema nervoso central e periférico.

Ela hidrolisa e inativa a acetilcolina, neurotransmissor de fundamental importancia,
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comum a muitas sinapses no sistema nervoso de todos os mamiferos. Também é
conhecida como colinesterase verdadeira, especifica ou genuina, e pode ser
encontrada nos eritrécitos, nas porgdes terminais dos nervos, pulmdes, baco e em
todos os compartimentos do cérebro (PATOCKA, KUCA & JUN, 2004). A falta de
AChE funcional leva ao acumulo de acetilcolina nas fendas sinapticas, o que resulta
em paralisia muscular, crise convulsiva e morte por asfixia (RAVEH et al., 1993).

O mondmero dessa enzima € uma proteina alfa/beta (12 folhas B-pregueadas
envoltas por 14 a-hélices) que contém 537 aminoacidos e o gene que a codifica
(ACHE) esta localizado no brago longo do cromossomo 7 (7922) em humanos
(EHRLICH et al.,, 1992; GETMAN et al., 1992) e no cromossomo 5 em
camundongos (RACHINSKY et al., 1992). O gene ACHE dos mamiferos contém 6
exons (Figura 2). O éxon 1 contém a regido 5’ ndo traduzida, e a fase de leitura
aberta (ORF) comega no éxon 2.

O rearranjo dos éxons 5 e 6 regula a formacdo de certas isoformas
moleculares da AChE (MAULET et al.,, 1990). De acordo com Soreq & Seidman
(2001), existem trés variantes distintas da AChE — a sinaptica (S), a eritrocitica (E) e
a “readtrough” (R) — que sao produzidas por splicing alternativo (Figura 2) e
possuem diferenca na sequéncia carboxi-terminal, a qual é responsavel pela
organizagdo homologa em oligbmeros e também pela organizagédo heterologa, com
subunidades nao cataliticas, as quais vao direcionar e determinar a localizagao da
proteina. A AChE-S constitui a principal enzima multimérica no cérebro e no
musculo; a AChE-R é a forma soliuvel e monomérica, esta presente em células
embrionarias e tumorais e € induzida sob estresse psicoldgico, quimico e fisico,
enquanto a AChE-E geralmente encontra-se na forma de dimeros em associagéo

com a membrana das células vermelhas do sangue (GRISARU et al., 1999).
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Figura 2. O gene ACHE e seus RNAs mensageiros alternativos. Esta localizado na regido
7922 e, por rearranjo dos éxons 5 e 6, produz as variantes S (sinaptica), E (eritrocitica) e R
(readtrough).
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O sitio ativo € composto de dois subsitios: o esterasico, o qual contém a
triade catalitica (Ser 200, His 440 e Glu 327), responsavel pelas fungdes cataliticas
da enzima, e o anibnico que €& carregado negativamente e acomoda o grupo
quaternario da acetilcolina (SUSSMAN et al.,, 1991). Surpreendentemente, o sitio
ativo esterasico esta localizado no fundo de uma fenda profunda e estreita dentro da
proteina, fato inesperado tendo em vista sua extraordinaria rapidez nas reacodes
cataliticas (SOREQ & SEIDMAN, 2001). O sitio anidnico, por sua vez, encontra-se
na superficie da enzima e parece estar envolvido com a inibicdo alostérica da
mesma, e ainda, na associagao de proteinas heterélogas que ocorre durante a
sinaptogénese ou na neurodegeneracao (BOURNE et al., 2003).

A AChE associada com o sistema colinérgico € encontrada no cérebro e nas
jungdes neuromusculares e, recentemente, observou-se que também desempenha
um papel indispensavel na formagao e manutencao da estrutura da retina (BYTYQI
et al., 2004). Entretanto, o seu papel ainda ndo esta claro em regides onde a
acetilcolina ndo esta presente, como em células hematopoéticas, osteogénicas e
outras neoplasicas (SOREQ & SEIDMAN, 2001). Appleyard (1992) sugere que a
AChE possui varias propriedades, além da sua atividade colinesterasica, que
possam afetar a fungdo neuronal, incluindo as habilidades de influenciar a
condutividade de certas membranas, aumentar a transmissdo via aminoacidos
excitatérios e hidrolisar peptideos.

Outros estudos também indicam que a AChE possui uma atividade extra
sinaptica e nao-colinérgica. Fitzpatrick-Mcelligott & Stent (1981) observaram que a
presenca da AChE precede a formacédo de qualquer tecido nervoso. Bigbee et al.
(1999) demonstraram um papel morfogénico e ainda sugerem uma fungdo de
adesao celular dessa enzima durante o desenvolvimento do sistema neural. Ben
Aziz-Aloya et al. (1993) observaram que a regidao promotora do gene ACHE em
humanos contém sitios ligantes para fatores de crescimento associados com o
controle da proliferagao celular e crescimento. Também se sugere a sua participagéo
no processo de diferenciagdo celular (LAYER, 1991) como ja mencionado; no
desenvolvimento muscular (BETZ, BOURGEOIS & CHANGEUX, 1980); na
hematopoiese, regulando a proliferagdo de células multipotentes e na apoptose de
células submetidas a diferenciacdo em eritrécitos ou mielocitos (STEPHENSON et
al., 1996) e no acumulo de placas amiléides na Doenga de Alzheimer (WRIGHT,
GEULA & MESULAM, 1993).
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Ja foi verificada a presenca das colinesterases em organismos primitivos que
nao possuem sistema nervoso, 0 que sugere que estas enzimas (e talvez a
acetilcolina) tenham precedido o desenvolvimento desse sistema, além de ser uma
evidéncia para as agbes ndo-colinérgicas das ChEs (SMALL, MICHAELSON &
SBERNA, 1996). De acordo com Pantin (1956, citado por SMALL, MICHAELSON &
SBERNA, 1996), o processo evolutivo pode ter adaptado a AChE e a acetilcolina a

funcionarem na neurotransmissao em células neuronais.

2.2 Cancer de Mama

Cancer é definido como um grupo de doencas que se caracterizam pelo
crescimento e proliferagcéo incontrolaveis de células anormais (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2007). Desenvolve-se a partir do acumulo de mutagbes genéticas e/ou
alteracdes epigenéticas que modificam a estrutura ou a fungédo de genes importantes
no controle da homeostasia celular, como o0s proto-oncogenes e 0s genes
supressores de tumor. Estes regulam direta ou indiretamente os mecanismos
celulares de controle de proliferagdo, morte celular e integridade gendmica (HUNT et
al., 2001; KVITKO, 2003).

Os proto-oncogenes induzem e regulam positivamente o crescimento e a
divisao celular em resposta a estimulos fisiologicos. Ocorrendo mutagdes em um ou
poucos codons criticos desses genes pode ser gerado um produto génico ativado
que causa a transformacdo celular e, consequentemente, a proliferacdo celular
continua e independente de estimulos externos. Geralmente, basta que um dos
alelos esteja mutado para que o fendtipo neoplasico se manifeste. As formas
modificadas dos proto-oncogenes sdo denominadas oncogenes (BISHOP, 1991;
AMENDOLA & VIEIRA, 2005). Os genes supressores de tumor inibem o crescimento
celular, regulando negativamente a proliferagdo das células ou positivamente a
apoptose e, se ambos os alelos forem inativados, podem desencadear crescimento
celular aberrante, contribuindo para o desenvolvimento do tumor (MARX, 1993;
AMENDOLA & VIEIRA, 2005).

A freqUéncia das neoplasias malignas vem aumentando a medida que ocorre
o controle progressivo de outras doengas e o0 consequente envelhecimento
populacional. Segundo Parkin (2001), sé no ano de 2000 surgiram dez milhdes de
casos novos no mundo, sendo os mais comuns o de pulmao (1,2 milhdes), o de

mama (1,05 milhdes) e o coloretal (945.000). De acordo com os indicadores de
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mortalidade do Ministério da Saude, o cancer representa a segunda mais importante
causa de morte na populagao brasileira e, no periodo de 2005 representou 16,30%
dos 6bitos nesse grupo populacional, apds as doengas cardiovasculares (31,50%).

O cancer de mama € um dos tipos mais frequente de neoplasia. No Brasil, € o
segundo maior responsavel pela mortalidade feminina, sendo que em 2000, foram
registradas 8.390 mortes decorrentes desse tipo de cancer (ZAGO et al., 2005). De
acordo com a Estimativa de Incidéncia de Cancer no Brasil para 2008 e 2009
(INCA/MS, 2007), o céancer de mama sera o segundo mais incidente entre as
mulheres, com 49.400 casos, sendo que a maior parte deles concentrar-se-a nas
regides Sudeste (28.430) e Sul (9.500). No Parana, estima-se uma taxa de 56,16
casos novos para cada 100.000 mulheres. Nos Estados Unidos, calculou-se o
surgimento de 178.480 novos casos entre as mulheres, e 2.030 novos casos entre
os homens durante o ano de 2007 (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2007).

O cancer de mama ocorre quando células de algumas estruturas mamarias,
principalmente dos Iébulos e dos ductos, por alguma raz&do ainda ndo esclarecida,
comegam a se dividir de forma anormal e incontrolavel, e formam uma massa de
tecido independente, o tumor (DeFELICE, 2002). E uma doenca potencialmente letal
e sua incidéncia tem aumentando regularmente desde 1950, mais significativamente
em mulheres em pds-menopausa, embora também ocorra em jovens com idade em
torno dos vinte anos. Nestes casos, os tumores tendem a ser mais agressivos, e as
pacientes normalmente t€m um progndéstico menos favoravel (ZIMMERMAN, 2004).

O progndstico do cancer de mama esta relacionado a uma grande variedade
de fatores clinicos e patoldgicos tais como, existéncia de metastases axilares, tipo e
tamanho do tumor, grau histoldgico, presenga ou auséncia de receptores hormonais
(estrogénio e progesterona) e amplificagdo ou hiperexpressdo do gene ERBB2
(BOGLIOLO, 2006). Este gene codifica uma tirosina quinase transmembrana que
apresenta uma certa homologia com receptores de fatores de crescimento epiteliais.
Ainda ndo se conhece sua exata fungdo mas, baseando-se nessa homologia,
sugere-se que essa quinase atue como um receptor celular para um fator de
crescimento ainda desconhecido (CARR et al., 2000). Pacientes com céancer de
mama que apresentam o gene ERBB2 amplificado ou superexpresso estao sujeitas
a um pior prognostico, como por exemplo, tumores indiferenciados (grau lll),

presenca de linfonodos axilares e diminuicdo da expressdo dos receptores
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hormonais. Todas estas caracteristicas estdo associadas a um maior risco de
recorréncia da doenga e também de morte (SLAMON et al., 1987).

Varios fatores que aumentam o risco de desenvolver a doenga tém sido
identificados. O mais importante deles é a idade: a cada década da vida o risco
aumenta consideravelmente. Uma mulher que nao apresenta outro fator de risco tem
apenas 2% de chance de desenvolver a doenga antes dos 50 anos. Entretanto, se
ela passar dos 85 anos o risco € de 12,5% (ZIMMERMAN, 2004). Esse aumento se
da principalmente nas areas de maior incidéncia. A diferenca observada na
incidéncia em diferentes paises reflete variacbes nos riscos de vida modificaveis,
tais como dieta, vida sedentaria, obesidade e a ingestdo de alcool em excesso. Em
estudos epidemioldgicos ficou evidente a associagéo entre incidéncia do cancer de
mama nos paises ocidentais e seu estilo de vida, com dieta hipercaldrica, rica em
lipideos e gordura animal, associada a falta de atividade fisica (BOGLIOLO, 2006). A
exposicao a radiagdes ionizantes em idade inferior a 35 anos também pode ser
considerada um fator de risco (INCA/MS, 2008).

Outros importantes fatores de risco incluem a idade da menarca, numero de
gestacdes, se amamentou ou néo os filhos, e a idade da menopausa. Esses fatores
sugerem uma forte influéncia dos hormoénios, especialmente os estrogenos, no
desenvolvimento dessa neoplasia. De acordo com Mitchell et al. (2006) os
metabdlitos do estrogénio podem causar mutagdes ou gerar radicais livres que
danificam o DNA. Além disso, os estrogénios também podem promover a
proliferacdo das lesdes pré-malignas, bem como dos canceres. O uso da Terapia de
Reposicdo Hormonal (TRH) por muitos anos também aumenta o risco
(ZIMMERMAN, 2004).

Outro fator de risco importante, associado ao aumento da susceptibilidade ao
cancer de mama ¢é a historia familiar, especialmente se uma ou mais consanguineas
de primeiro grau (m&e ou irma) foram acometidas antes dos 50 anos de idade.
Corresponde a aproximadamente 10% do total de casos de canceres de mama e
acredita-se que 30% das mulheres jovens que desenvolvem essa neoplasia
apresentam um padrao genético de predisposicao a ela (DUFLOTH et al., 2005).

A predisposigdo genética ao cancer de mama resulta principalmente de
alteragdes nos genes de susceptibilidade BRCA1 ou BRCA2 (cerca de 90% dos
casos). Ambos sao considerados genes supressores de tumor e tém papel

importante na reparagao de danos do DNA e controle da proliferacdo celular. O
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BRCAL localiza-se na regiao cromossémica 17qg21; individuos com mutagéo nesse
gene tém de 50 a 80% de chance de desenvolver cancer de mama aos 70 anos (0
risco da populagdo normal € de 12%) e de 40 a 50% de chance de desenvolver
cancer de ovario, também aos 70 anos (o risco populacional é 1,3%). O BRCA2
localiza-se na regiao cromossémica 13q12-13; mutagdes constitucionais nesse gene
aumentam sensivelmente o risco de desenvolver carcinoma de mama, tanto no sexo
feminino (50 a 70% aos 70 anos) como no masculino (5 a 7% - o risco da populagéo
normal é de 0,02%) (BOGLIOLO, 2006).

Mutagcbes germinativas nos genes TP53, PTEN, ATM, CHECK2 (genes
supressores de tumor que codificam proteinas reguladoras do ciclo celular e/ou com
funcdes no reparo do DNA) e HMMR (interage com o BRCAl1l aumentando a
instabilidade genética e interferindo no ciclo celular) também estdo associadas ao
carcinoma de mama hereditario (BOGLIOLO, 2006; PUJANA et al., 2007; OMIM).

Existe uma variagao regional na incidéncia e mortalidade de cancer de mama
no Brasil. De acordo com dados de Filho & Moncau (2002), entre 1980 e 1995, a
mortalidade por cancer de mama feminino aumentou em todas as regides, mas o
risco de morte no Sul e Sudeste foi pelo menos duas vezes o de outras regides.
Entre os inumeros fatores de risco, cujas diferengas poderiam ser assinaladas para
explicar as diferengas geograficas de mortalidade, pode-se destacar o fato de as
mulheres do Norte, Nordeste e Centro-Oeste registrarem maior numero meédio de
filhos e com tendéncia a té-los em idade mais precoce. Esta caracteristica, aliada a
estrutura social destas regides, poderia estar agindo como um fator de protecéo para
o cancer de mama nestas localidades. Ao contrario, as mulheres das regies Sul e
Sudeste, urbanizadas em maior proporgdao, em geral, iniciam gestacbes em idade

mais avancgada.

2.3 Colinesterases e o Cancer

A presenga das colinesterases na embriogénese e sua participagdo no
controle da proliferagao e diferenciagdo celular, ja demonstrado em uma série de
estudos (BETZ, BOURGEOIS & CHANGEUX, 1980; FITZPATRICK-MCELLIGOTT &
STENT, 1981; LAYER & SPORNS, 1987; LAYER, 1991; LAYER & WILLBOLD,
1995; STEPHENSON et al., 1996; LAYER, 1996; BIGBEE et al., 1999), aliado a
constatacao de que varias células tumorais que ndo apresentam nenhuma atividade

elétrica detectavel como resposta a acetilcolina, expressam colinesterases e
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receptores para esse neurotransmissor (DREWS, 1975 apud SOREQ, LAPIDOT &
ZAKUT, 1991), sugerem uma possivel influéncia dessas enzimas no processo de
tumorigénese.

Essa hipotese é corroborada por varios estudos, os quais mostram que os
genes das colinesterases estao estruturalmente alterados, ou estdo se expressando
de maneira aberrante em uma série de tipos tumorais. No entanto, ndo ha um
comportamento pré-estabelecido para essas enzimas em canceres, pois ja foram
observadas tanto um aumento quanto uma diminuicdo de suas atividades em
diferentes tipos de tumores. Vidal (2005) sugere que essa variagdo esteja
relacionada com o tipo celular em que se originou o tumor.

A alteracdo desses genes em células neoplasicas pode ocorrer devido a
funcado biolégica de seus produtos protéicos ou pode simplesmente ser um evento
adicional, que pode ocorrer por esses genes estarem localizados em regides mais
instaveis do cromossomo e, portanto, mais propensas a sofrerem alteracoes
(SOREQ, LAPIDOT-LIFSON & ZAKUT, 1991).

Kaniaris et al. (1979) compararam a atividade da butirilcolinesterase de
pacientes com diferentes tipos de carcinoma e individuos saudaveis, e observaram
que ela foi significativamente menor nos pacientes com cancer do que nos controles.
Na presenca de metastases essa atividade era ainda menor, e também variava
conforme a localizacido da lesdo primaria: 19,4% das pacientes com cancer de
mama tinham uma atividade da enzima menor que 3 KU/L, comparado a 79% de
pacientes com cancer de pulmao, 44% com carcinoma no trato digestivo e 56%
naqueles com tumores gastrointestinais, enquanto os individuos controles
apresentaram uma média de 4,85 KU/L (os valores normais para essa enzima estéao
entre 3 e 9 KU/L). Em estudo semelhante, Loiselet, Sabbagh & Srouji (1968)
obtiveram o mesmo resultado: uma atividade da butirilcolinesterase bastante inferior
nos pacientes com neoplasia em relagdo a encontrada nos individuos controles.

Montenegro et al. (2005) observaram que em casos de cancer de célon ha
uma diminuicdo tanto na atividade da AChE quanto na da BChE, e que a
quantidade de tetrameros da AChE é diminuida em favor dos mondmeros e dimeros
no intestino, e concluem que essa diferenca pode ter uma influéncia no
desenvolvimento da doencga. Foi observada também uma diminuicdo da atividade da
AChE em casos de cancer de pulmdo (MARTINEZ-MORENO et al., 2005 e 2006).
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Nesses casos, entretanto, os padrdes de oligomerizacdo nédo foram afetados pela
neoplasia.

Dados obtidos por SONG et al. (2003) demonstraram que a acetilcolina
estimula o crescimento das células em carcinomas de pulmao. A queda da atividade
da AChE e o consequiente aumento da concentragao de acetilcolina disponivel, pode
levar a uma superestimulagdo da sinalizagao colinérgica e aumentar a proliferagao
celular (MARTINEZ-MORENQO et al., 2006).

Com relagdo aos canceres que acometem o sistema nervoso, ja foi reportada
a superexpressao da AChE em gliomas (VIDAL, 2005), mutagdes no gene da BChE
em células de glioblastomas e neuroblastomas (GNATT et al., 1990), ocorréncia de
oligomeros aberrantes constituidos de subunidades da AChE e da BChE em
astrocitomas e oligodendrogliomas (GARCIA-AYLLON et al., 2001), associagéo
entre a mudanga na composi¢cdo das variantes da AChE e aumento do grau de
malignidade do tumor em astrocitomas (PERRY et al., 2002) e outras alteracbes das
colinesterases em meningiomas (SAEZ-VALERO & VIDAL, 1996). Barbosa et al.
(2001) sugerem que haja uma relagdo entre os niveis de BChE e a taxa de
crescimento celular em tumores cerebrais, pois em seus estudos ficou claro que a
quantidade dessa enzima aumentava conforme aumentava a malignidade do tumor.
Jonhson & Moore (2000) demonstraram que a AChE induz a diferenciacado
morfolégica em células de neuroblastoma, indicando uma importancia dessa enzima
na adesao celular e no desenvolvimento do sistema nervoso embrionario.

Foi demonstrada uma significativa co-amplificagdo dos genes ACHE e BCHE
em carcinoma primario de ovario (ZAKUT et al., 1990) e em células do sangue
periférico de pacientes com leucemia e outras anormalidades hematopoéticas, tal
como a trombocitopenia associada ao lupus eritematoso (LAPIDOT-LIFSON et al.,
1989; ZAKUT et al., 1992).

A semelhancga estrutural entre as colinesterases e a coenzima ativadora de
ciclinas, a qual serve como substrato para a CDC2, da suporte ao possivel
envolvimento das colinesterases no processo de replicacéo celular. A CDC2 é uma
subunidade catalitica de um complexo de proteina quinase, o qual induz o inicio do
processo mitético, e é universal entre os eucariotos (OMIN, 2008). Lapidot-Linfson et
al. (1992) clonaram um cDNA que codifica uma proteina de 418 aminoacidos
homodloga a proteina quinase cdc2 de Schizosaccharomyces pombe, e que

apresenta uma identidade de 34 a 42% com a sequéncia da CDC2 humana e com a
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da CDC28 de Saccharomyces cerevisiae, e a denominaram de CHED
(cholinesterase-related cell division controller) por apresentar uma homologia de 248
nucleotideos com o cDNA da BChE. Utilizando um mRNA antisense (AS-CHED), os
autores observaram que a diminuicdo da expressao da proteina CHED inibiu o
crescimento de megacariocitos na medula 6ssea de camundongos. Um efeito
semelhante foi observado quando ultizou-se um mRNA antisense para o cDNA
codificador da BChE. Com isso, os autores sugerem que haja uma relagdo entre a
sinalizagdo colinérgica e a divisdo celular e que ela seja mediada por proteinas
CDC. Supobe-se que a co-amplificacao da atividade das colinesterases estimule as
proteinas quinases, as quais induzem a fase S do ciclo celular, mantendo as células
tumorais em mitose e perpetuando a replicagao celular (SOREQ, LAPIDOT-LIFSON
& ZAKUT, 1991; BARBOSA et al., 2001).

Ja foi relatada também uma amplificagdo da regido 3q em células de cancer
de pulmao - nas quais 0 gene BCHE foi um dos mais freqiientemente amplificados
(BRASS et al., 1997; YOKOI et al., 2003) -, em canceres de prostata (JUNG et al.,
2006) e em canceres de cabega e pescogo (HIBI et al., 2000). Rearranjos e outras
anormalidades desse mesmo segmento cromossOmico ja foram associados a
quantidade alterada de plaquetas, anormalidade na morfologia de megacariocitos e
retardo na melhora de pacientes com sindrome mielodisplasica (MDS), leucemia
mieldide aguda (AML) e leucemia mieldide cronica (CML). A maioria dos casos
apresentou quebras nas regides 3g21 e 3926, frequentemente associadas com a
monossomia do cromossomo 7 e trombocitopoiese anormal (HORSMAN,
GASCOYNE & BARNETT, 1995).

A regido na qual esta localizado o gene ACHE (7q22), por sua vez, também
esta constantemente envolvida em quebras nas leucemias. Stephenson et al. (1996)
acreditam que esse achado reforce a possibilidade de que a perda de funcédo do
gene ACHE aumente a proliferacdo celular e diminua a maturacdo de células
hematopoéticas especificas. Alguns autores sugerem que a AChE age como um
supressor de tumor na hematopoiese, reduzindo a proliferacdo de células
multipotentes relacionadas a formacgao de eritrécitos e megacariécitos e a produgao
de macrofagos, e ainda promovendo a apoptose de células progenitoras. Esses
achados podem explicar a associacao da alteragdo da expressdo da AChE com a
leucemia (SOREQ et al., 1994).
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RUIZ-ESPEJO et al. (2002; 2003) observaram que a atividade das
colinesterases também esta alterada nas neoplasias de mama: a AChE tem uma
atividade quase duas vezes maior no tecido tumoral, enquanto a da BChE diminui
em 65%. Ja em linfonodos invadidos por células cancerosas metastasicas da mama,
foi observado que a atividade da AChE esta diminuida e a da BChE praticamente
inalterada. As formas da AChE sao bastante modificadas pela metastase, quando
ocorrem apenas mondmeros e dimeros, e as formas assimétricas estdo ausentes.

Ainda nesse tipo de cancer, foi observada uma mudanca no padrao de
glicosilagdo da AChE (RUIZ-ESPEJO et al., 2002). Uma glicosilagao aberrante
dessa enzima também ja foi relatada em carcinomas de pulmdo (MARTINEZ-
MORENO et al., 2006) e outros tecidos cancerosos (DWEK & BROOKS, 2004).
Sabe-se que o padrdo de glicosilagdo das colinesterases € altamente regulado.
Sugere-se que os epitopos podem modular as propriedades de adesdo das
glicoproteinas, e também, indiretamente, tém um efeito na atividade da enzima,
estimulando ou inibindo suas fungdes. Além disso, também parece afetar a
polimerizagdo da AChE nos eritrécitos humanos (¢ maior em G2 do que em G4), e
definir a distribuicdo das moléculas da butirilcolinesterase em tecidos especificos
(WEIKERT et al., 1994; LAYER, 1996).

Recentemente, foi identificado um pequeno peptideo (AEFHRWSSYMVHWK)
na porcao C-terminal da molécula da AChE, o qual pode ser o responsavel por pelo
menos algumas das fungbes né&o-cataliticas da enzima, como por exemplo a
potencializagdo do crescimento neuronal. Alguns autores sugerem que este
peptideo tenha alguma atividade no céncer de mama e possa acentuar o
comportamento metastasico das células. Segundo Onganer et al. (2006) esse
peptideo apresenta uma acgado seletiva, e célcio dependente, sobre a linhagem
celular metastasica de cancer de mama MDA-MB-231, reduzindo significativamente
a atividade endocitica basal de suas membranas celulares. Os comportamentos
dessa célula metastasica que sao influenciados pelo calcio incluem a apoptose, a
mobilidade e a expressao génica. O fluxo de calcio em conjunto com a agdo do
AChE-peptideo em um sitio alostérico, pode induzir a expressao da AChE, e com
isso liberar mais AChE-peptideo. A metastase pode ser potencializada ou mantida,
portanto, por um processo de feedback positivo, envolvendo um receptor € uma

enzima relacionados a transmissao neuromuscular. Por esse motivo, outra agao
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nao-catalitica da AChE poderia ser uma possivel fungao no processo metastasico
em cancer de mama.

Inumeros trabalhos relatam as possiveis alteragbes genéticas associadas ao
desenvolvimento e a progressao do cancer de mama. Muitos deles tém identificado
amplificagdes em regides cromossOmicas que nao coincidem com a localizagéo dos
classicos oncogenes que atuam nesse tipo de neoplasia. As regides nas quais sao
encontrados os genes BCHE e ACHE tém aparecido amplificadas com bastante
frequéncia nessa neoplasia (BUERGER et al.,, 1999; FOROZAN et al., 2000;
BURDALL et al.,, 2003). Pinto et al. (2006) sugerem que a regido 7q seja um
potencial sitio candidato para a localizacdo de oncogenes, visto que foi encontrado
amplificado com uma certa frequéncia em carcinomas mamarios.

Alguns estudos relacionam ainda a proliferagdo de células malignas com a
exposicao a pesticidas organofosforados, os quais séo inibidores das colinesterases.
Prody et al. (1989) observaram que um dos filhos € um dos netos de uma familia
que esteve exposta por tempo prolongado a um organofosforado empregado na
agricultura apresentavam o gene BCHE amplificado e codificando uma enzima
defeituosa. Cabello et al. (2001), em estudos com ratos, demonstraram que este
pesticida agricola induz alteragdes no epitélio da glandula mamaria e influencia o
processo de carcinogénese nesse tecido por meio do aumento da estimulagao
colinérgica, o qual, por sua vez, ocorre devido a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase. Calaf et al. (2007), em estudo semelhante, observaram que a
eserina, um inibidor da AChE, é capaz de induzir a carcinogénese no epitélio das
glandulas mamarias de ratos. Brown et al. (1990) afirmam que a exposi¢cdo a

inseticidas inibidores de AChE aumenta o risco de desenvolver leucemias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Verificar se ha alteragédo estrutural dos genes das colinesterases em tumores

mamarios.

3.2 Objetivo Especifico
Investigar se ha amplificagdo ou delegao dos genes BCHE e ACHE em tecido

mamario tumoral com relacéo ao tecido normal através de PCR em tempo real.
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4. MATERIAL E METODOLOGIA

4.1 Caracterizagcdo da Amostra

Este estudo foi realizado com fragmentos de tumores de mama e com
amostras de sangue periférico (as quais funcionaram como controle) ja coletados
pela equipe do Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, de 101
pacientes portadoras de carcinomas mamarios esporadicos do Hospital Nossa
Senhora das Gracas e do Hospital de Clinicas de Curitiba, Parana. Todavia,
algumas amostras apresentaram problemas na amplificagdo e foram descartadas, e
outras foram consideradas com ressalva, por apresentarem uma cinética de
amplificagdo um pouco diferente. Essas exclusdes resultaram em dois grupos
amostrais diferentes: um com 55 pacientes e outro, no qual ndo se consideraram as
amostras com comportamento diferente, com 42 pacientes. As pacientes tinham
idade média de 57,09 + 14,02 anos e mediana de 55 anos.

Na Tabela 1 estdo relacionadas as caracteristicas clinico-histopatologicas
dessas pacientes. Como pode ser observado, a grande maioria (78,18%) era
portadora de carcinoma mamario do tipo ductal. Os tipos lobular e tubular
correspondem a 5,45% e a 3,64%, respectivamente. Carcinoma medular,
carcinomas mistos (ductal e lobular) e associados a outras doengas, como a Doenca
de Paget, por exemplo, foram agrupados na categoria “outros”. Nao se conseguiu
obter todos os dados de todas as pacientes, e por esse motivo cada variavel da
tabela possui um item denominado SI, que corresponde a quantidade de pacientes
sem informagao para aquela caracteristica.

Cada doadora recebeu um informativo, no qual constam os objetivos da
pesquisa e os procedimentos aos quais seria submetida, e um formulario para
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. As pacientes

participantes responderam ainda a um questionario pessoal.



Tabela 1. Dados clinico-histopatoldgicos das 55 pacientes.

IDADE PATOLOGIA
30445 8 14,55% Carcinoma Ductal 43 78,18%
45460 20 36,36% Carcinoma Lobular 3 5,45%
6075 9 16,36% Carcinoma Tubular 2 3,64%
75490 6 10,91% Outros 7 12,73%
Sl 12 21,82%
IDADE TAMANHO
MENARCA TUMOR (mm)

911 1 1,82% 10 28 11 20,00%
11413 11 20,00% 28 43 15 27,27%
13415 14 25,45% 43 68 9 16,36%
15417 5 9,09% 68 — 83 3 5,45%

] 24 43,64% Sl 17 30,91%
IDADE METASTASE NO
MENOPAUSA LINFONODO
404 50 10 18,18% Presente 23 41,82%
50 60 19 34,55% Ausente 16 29,09%
Sl 26 47 ,27% Sl 16 29,09%
IDADE GRAU
12 GRAVIDEZ HISTOLOGICO
20 25 1 20,00% | 5 9,09%
254 30 5 9,09% I 31 56,36%
30—35 2 3,64% I 13 23,64%
Sl 37 67,27% Sl 6 10,91%
PiLULA RECEPTORES HORMONAIS
ANTICONCEPCIONAL ER
Sim 10 18,18% Presente 25 45,45%
Nao 14 25,45% Ausente 5 9,09%
sl 31 56,36% Sl 25 45,45%
PR
N° FILHOS Presente 20 36,36%
0 4 7,27% Ausente 8 14,55%
1 4 7,27% sl 27 49,09%
2 8 14,55%
3 13 23,64% ERBB2
>4 4 7.27% Inalterado 19 34,55%
Sl 22 40,00% Amplificado 7 12,73%
S| 29 52,73%
ETNIA FUMANTE
Euro-descendente 28 50,91% Sim 2 3,64%
Afro-descendente 1 1,82% Nzo 16 29,09%
Sl 26 47.27T% Sl 37 67,27%

S| = Sem Informagéo
ER = Receptor de Estrogénio

PR = Receptor de Progesterona

| = Bem diferenciado e com crescimento lento

Il = Moderadamente diferenciado
Il = Indiferenciado e com alta proliferagdo
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4.2 Coleta e Armazenamento das Amostras

Foram coletados cerca de 10 ml de sangue periférico de cada paciente, por
meio de pungdo intravenosa com agulhas e seringas descartaveis estéreis. O
material foi imediatamente colocado em tubos estéreis contendo 1,75 ml de solucao
anti-coagulante-ACD (0,016 M de acido citrico; 0,068 M de citrato de sédio; 0,081 M
de glicose, previamente autoclavados), rotulados e enviados para o Laboratério de
Citogenética Humana e Oncogenética do Departamento de Genética da UFPR, onde
foram mantidos a 4° C até o momento do processamento.

Ja as amostras do tecido tumoral foram removidas cirurgicamente, avaliadas
por um patologista para a confirmagdo da malignidade e devidamente
acondicionadas em frascos estéreis e estocadas em condicbes ideais de
temperatura e conservagéo (-80°C) para posterior extragdo do DNA no Laboratério
de Citogenética Humana e Oncogenética da UFPR.

A classificagado histopatoldgica foi realizada de acordo com os critérios
internacionais estabelecidos pela classificagado internacional de tumores (WHO) e o

estadiamento clinico foi determinado de acordo com o estadiamento TNM do cancer.

4.3 Extragcdo do DNA Sanguineo

O DNA do sangue periférico foi extraido pelo método salting out, segundo
Bignon & Fernandez-Vifia (1997), com modificacbes. Esta técnica permite a
obtencdo de DNA de alto peso molecular e consiste, basicamente, no rompimento
mecanico e/ou enzimatico dos tecidos, extracao das proteinas e precipitagao do
DNA com etanol.

Cerca de 10 ml de sangue periférico foram centrifugados com tampé&o de lise
para células vermelhas RCLB 1X (obtido da solugédo estoque 10 X concentrada: 12,1
g de Tris, 110,2 g de MgCl,, 5,8 g de NaCl) a 13000 rpm por 2 minutos. Este
processo foi repetido até a obtengdo de um botdo de globulos brancos que foi
incubado a 60° C por 40 minutos, juntamente com 80 ul de tamp&o proteinase K 5 X
(Invitrogen), 40 ul de uma solugéo de proteinase K (10 mg/ml), 20 ul de SDS 20% e
240 pl de agua ultrapura. Em seguida, foi adicionado 100 ul de solugéo saturada de
NaCl (6M) para a precipitacao protéica, aproveitando-se somente o sobrenadante,
onde esta o DNA. Apds nova centrifugacéo, foi realizada a precipitagdo do DNA com

a adicdo de 700 pul de etanol. Ao final do processo a amostra de DNA foi
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ressuspendida em 50 pl de agua ultra-pura e armazenada a —20° C até o momento

da amplificagao por PCR.

4.4 Extracao de DNA do Tecido Tumoral

ApoOs ser descongelado, o tecido tumoral foi fragmentado com o auxilio de
tesouras, pincas e bisturis estéreis. Para a obtencdo de DNA de alto peso molecular,
seguiu-se o protocolo de extracdo manual pelo método de Fenol-Cloroférmio.

Os fragmentos do tecido tumoral foram colocados em um tubo de
microcentrifuga, ao qual foram adicionados 80 pL de tamp&o da proteinase K 5 X, 40
ML de proteinase K (10 mg/mL), 20 yL de SDS 20% e 240 uL de agua ultra-pura, e
esse conjunto foi homogeneizado em agitador tipo Vortex. Em seguida, o tubo foi
incubado no bloco de aquecimento a 60°C por 30 minutos, deixando-se atingir a
temperatura ambiente antes de prosseguir com a metodologia. Na sequéncia, foram
adicionados 500 pL de fenol saturado pH 8,0 e 400 uL de cloroférmio,
homogeneizando manualmente varias vezes. O tubo, entao, foi centrifugado a 13000
rom por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL e foram adicionados a ele 50 pL de acetato de sédio 3 M
e 1 mL de etanol absoluto para a precipitacdo do DNA. Em caso de precipitagao de
pouco DNA, a amostra foi incubada a -20°C por uma hora. Esse novo tubo foi
centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Logo
apos, foram adicionados 500 pL de etanol 70% e o tubo foi invertido gentilmente
varias vezes, para lavar o DNA, antes de uma nova centrifugagéo a 13000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o tubo foi colocado em bloco de
aquecimento a 55°C por 10 minutos para que o DNA secasse.

A amostra de DNA foi entdo ressuspendida em 30 a 50 pL de agua ultra-pura
e retornou ao bloco de aquecimento a 95°C por 10 minutos, para que a solucido de
DNA ficasse homogénea. Apds atingir a temperatura ambiente, a amostra de DNA

foi armazenada a -20°C.

4.5 PCR em Tempo Real

A PCR em tempo real € uma técnica confiavel para a deteccao e medida de
produtos gerados durante cada ciclo da reagao em cadeia da polimerase (PCR) e é
baseada na fluorescéncia. A emissdo dos compostos fluorescentes gera um sinal

que aumenta na proporcao direta da quantidade de produto da PCR.
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Por ser capaz de medir os produtos de PCR conforme estes vao se
acumulando, ou “em tempo real”, é possivel saber a quantidade de produto em um
ponto no qual a reagdo ainda esta na fase exponencial (GINZINGER, 2002). Por
este motivo, essa técnica permite a quantificacido, o acompanhamento da reacao e a
apresentacao dos resultados de forma mais precisa e rapida, pois ndo mais requer a
deteccdo em gel de eletroforese. Outras vantagens ainda com relagcdo a PCR
qualitativa sdo a maior sensibilidade, reprodutibilidade e acuracia, velocidade na
analise, melhor controle de qualidade no processo € menor risco de contaminagao
(NOVAIS, PIRES-ALVES & SILVA, 2004).

Neste trabalho foi utilizado o composto fluorescente SYBR Green, um
fluoréforo em suspensao, intercalante de DNA dupla fita, que emite uma
fluorescéncia verde com a excitagdo da luz emitida pelo sistema o6tico do
termociclador. Quando ndo ligado ao DNA exibe uma fluorescéncia muito pequena,
a qual é realgada quando o fluoréforo se liga a fita dupla de DNA.

Durante a polimerizacdo catalisada pela enzima Tag DNA polimerase, as
moléculas do SYBR Green vao se ligando ao DNA recém sintetizado, e um aumento
da fluorescéncia é observado em tempo real, o que possibilita o monitoramento
continuo da reacdo. No ciclo seguinte, na etapa de desnaturacdo do DNA, as
moléculas do fluoréforo séo liberadas e ha queda no sinal de fluorescéncia. A
detecgao da fluorescéncia no fim da etapa de extensdo de cada ciclo da PCR
permite monitorar a quantidade crescente de DNA amplificado. As vantagens da
utilizagcdo do SYBR Green sao o baixo custo quando comparado a outros fluoréforos,
a facilidade no uso e a sensibilidade. Por ser um sistema de detec¢cdo nao
especifico, muitas vezes ele pode se ligar aos dimeros de oligonucleotideos
iniciadores ou a outros produtos inespecificos, resultando em um controle negativo
positivo. No entanto. permite a utilizacdo da curva de dissociagao ou melting, a qual
permite verificar se ha um ou mais produtos de PCR presentes em cada reacao,
devido a diferengas de Tm (melting temperature) entre eles causadas pelo numero e
composi¢cao de bases de cada um. Essa curva resulta de um aumento gradual da
temperatura de 60° para 95° a medida que os produtos gerados por PCR
desnaturam com esse aumento de temperatura, cai o sinal fluorescente do SYBR
Green.

Durante a reagcdo de PCR, o sinal fluorescente (Rn) aumenta na mesma

proporcao da quantidade de produto amplificado. A figura a seguir mostra uma curva
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de amplificacdo de um produto de PCR em tempo real, a qual contém trés fases

distintas que caracterizam a progressao da PCR.
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Figura 3. Grafico ARn (variagcao no sinal fluorescente) x numero de ciclos mostrando uma
curva de amplificagdo obtida em uma reagdo de PCR em tempo real com suas 3 fases
caracteristicas.

Nas trés fases o sinal é detectado e aumenta de maneira diretamente
proporcional ao aumento do produto de PCR. Na fase geométrica o aumento do
produto € proporcional a quantidade inicial e, idealmente, dobra sua quantidade a
cada ciclo. A amplificacdo € caracterizada por uma eficiéncia alta e constante. Na
fase linear, um ou mais componentes da PCR diminui abaixo da concentragao critica
e a inclinacdo da curva comeca a diminuir, diminuindo também a eficiéncia. Por
ultimo, a PCR alcanga uma fase estacionaria, na qual ndo é produzido amplicon e o
sinal fluorescente permanece relativamente constante; é o platé (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2006; SCHEFE et al., 2006)

4.5.1 Oligonucleotideos iniciadores

Foram utilizados trés pares de iniciadores: um para o gene 18S, o qual atuou
como controle endégeno por ter seus niveis de amplificagao e expressao inalterados
em tecidos tumorais (SCHMITTGEN & ZAKRAJSEK, 2000; BLANQUICETT et al.,
2002), um para o gene BCHE e outro para o gene ACHE, sendo que em ambos os
genes das colinesterases o fragmento amplificado situa-se no éxon 2. As sequéncias

dos iniciadores utilizados sdo mostradas na Tabela 2.
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Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR e comprimentos dos
fragmentos amplificados.

Gene Iniciador Iniciador Fragmento
Avante Reverso Amplificado
18S 5 GTAACCCGTTGAACCCCATT 3 5" CCAT CCAATCGGTAGTAGCG 3’ 153 pb
BCHE &5 CGGGTTGAAAGAGTTATTGTAG 3 5" GAACCCACTGAAGAGCCAAC & 133 pb
ACHE 5TGTCCTCGTCTGGATCTATG 3 5 AGGGCCAGGAAGCCAAAG & 144 pb

4.5.2 Concentragao das Amostras

A concentracdo do DNA foi determinada com a utilizagdo do fluorimetro
Qubit™ Quantification System (Invitrogen), o kit de quantificagdo Quant-it™ dsDNA
BR Assays (0,2-1000 ng) e os tubos de prolipropileno (Qubit assay tubes). Para a
realizacdo da leitura seguiu-se o protocolo do fabricante, utilizando-se apenas 1 ul
de cada amostra. Estas, posteriormente, foram ajustadas para uma concentragao de
8 ng/ul.

4.5.3 Amplificagdo do DNA

Para a realizacdo da PCR foi utilizado o equipamento 7300 Real-Time PCR
System e placas contendo 96 pogos (MicroAmp®Optical 96-WellReaction Plate),
ambos da Applied Biosystems. Cada placa foi montada para um gene em particular
e todas continham: uma curva de diluicdo com 4 pontos em triplicata (Figura 10 na
pagina 48), amostras de DNA de sangue e de tumor de 13 pacientes, e um controle
negativo, todos em triplicata. Posteriormente, calculou-se a média, o desvio padrao e
o coeficiente de variagao para cada dado.

Todas as reagdes foram realizadas com um volume final de 20 pl/pogo: 10 pli
de Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 5 yl de amostra (ou agua
ultra-pura, no caso dos controles negativos), 0,5ul de cada oligonucleotideo iniciador
para o gene 18S e 1 ul de cada oligonucleotideo iniciador para os genes BCHE e
ACHE - na concentragao de 0,2 uM cada um - e o restante de agua ultra-pura.

As etapas de amplificagao incluiram um ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C
por 10 minutos, seguido de 40 ciclos constituidos de: desnaturagdo a 95°C por 15
segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C, por 1 minuto. A

fluorescéncia foi medida ao final de cada fase de extensao. Por fim, foi realizada a
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curva de dissociacdo para verificar a pureza do produto formado e confirmar a

auséncia de dimeros de iniciadores ou outros produtos inespecificos.

4.5.4 Construcéo da Curva Padréao

A amplificacdo dos segmentos realizada pela PCR em tempo real foi
analisada por meio da quantificagao relativa, a qual determina o numero de cépias
de um gene alvo em relagdo a um controle interno (housekeeping gene). Os calculos
baseiam-se, indiretamente, na comparagdo dos Cys (Cycle threshold), que
correspondem aos ciclos de PCR nos quais o sinal de amplificagdo exponencial
alcanca intensidade fluorescente superior ao limiar de deteccado (threshold),
conforme mostra a Figura 4. Quanto maior for a quantidade inicial de DNA
gendmico, mais cedo o produto acumulado é detectado na PCR e menor sera o

valor do Cs.
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Figura 4: Exemplos de curvas de amplificagdo obtidas na PCR em tempo real. Cts (cycle
threshold) = n° de ciclos necessarios para atingir determinado nivel de fluorescéncia
(threshold).

Para a quantificagao utilizou-se o método da Curva Padrao, que se baseia na
comparacao de dados obtidos em uma diluigdo padrdo com os das amostras
desconhecidas (APPLIED BIOSYSTEMS, 2004; LARIONOV, KRAUSE & MILLER,
2005; DORAK, 2006). Para a utilizacdo deste método, faz-se uma diluigao seriada
de uma amostra com concentragado conhecida; relacionando-se os Crs das amostras
dessa diluigdo seriada com os Crs das amostras que estdo sendo investigadas é

possivel inferir a quantidade de DNA que estas ultimas contém: se uma amostra
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tiver um Cr equivalente ao de algum ponto da curva de diluicdo significa que ela
contém a mesma quantidade do gene alvo que este determinado ponto representa.
Fez-se, entdo, uma diluicdo seriada de razdo 4 obtendo-se, em cada uma das
placas, uma curva de diluicdo com os seguintes pontos em triplicata: 100 ng/ul, 25
ng/ul, 6,25 ng/ul e 1,56 ng/ul. Os Cys e as concentragbes das amostras em teste
foram determinados pelo Software 7300 System SDS, que acompanha o
equipamento da Applied Biosystems.

Para cada curva padrado, o software procura o melhor ajuste entre os pontos,
calcula a regressdo linear e fornece o R? o slope (inclinagdo da curva) e o y-
intercept (APPLIED BIOSYSTEMS, 2006) (Figura 5). O R?> mede o quéo préximo é o
ajuste entre a regressao linear da curva padréo e os valores individuais de Ct das
amostras padrdo (um valor de 1 indica um ajuste perfeito entre a regresséo linear e
os dados individuais). O slope indica a eficiéncia de amplificagcado para o ensaio (um
valor de -3,32 representa uma eficiéncia de 100%), e o y-intercept indica o valor

esperado de Cy para uma amostra com quantidade 1. Utilizando-se o slope p6de-se

calcular a eficiéncia de cada reagao, por meio da férmula: E = 10 (V/slope)q
Standard Curve
21.459
21.000
20.000
18.000 L
&}
18.000
g
17.000 Slope: -3.324457
|ntercept: 21.865759
16.000
R2: 0.998480
18.211 |

0.1493 0.400 0.a00 1.200 1.600 2.000

Lag CO

Figura 5. Grafico de regressao linear fornecido pelo software; ao lado pode ser observado
o coeficiente de determinacao (R2) e o grau de inclinagdo da reta (slope), valores que
determinam a eficiéncia da reagao.

4.5.5 Critérios de Analise das Curvas de Amplificacao
Para a maioria das placas, o threshold foi ajustado manualmente, procurando-

se uma posicao satisfatéria para todas as amostras, sempre na fase geométrica de
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cada uma. Para algumas placas, manteve-se o threshold automatico, determinado
pelo proprio software.

Para a analise estatistica foram utilizadas as amostras que apresentaram uma
boa reprodutibilidade, com os Crs da triplicata muito préximos entre si (desvio <
0,50), e com curvas paralelas a curva padréo (Figura 6). Algumas, no entanto, foram
incluidas na estatistica com ressalvas, por apresentarem um desvio entre os Cys um
pouco maior (até 0,52) (Figura 7a) ou por ndo estarem 100% paralelas com as da
curva padrao (Figura 7b). Por esses motivos foram incluidas no grupo “amostras
com comportamento diferente”, e as analises foram feitas com e sem esse grupo.
Amostras fora dessas condi¢gdes (desvio entre os Cts maiores que 0,5), ou
apresentando uma curva com uma inclinagdo muito diferente das da curva padrao
(Figura 8), ou ainda um Ct muito proximo dos obtidos para o controle negativo, foram

descartadas.
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Figura 6. Exemplo de curvas de amplificagdo de ftriplicatas consideradas para a analise
estatistica. Observa-se as curvas de uma ftriplicata sobrepostas (mostrando que tiveram
praticamente o mesmo Cy) e paralelas a uma curva padrao (seta).
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Figura 7. Curvas da triplicata de amostras consideradas, porém com ressalva; 7a) Desvio entre
os Cts > 0,5. 7b) Curvas da amostra (seta) n&o tao paralelas com as da curva padréo.
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Figura 8. Curva de amplificagdo de uma amostra considerada de ma qualidade (seta) e, portanto,
descartada desse estudo. Compare a inclinagdo desta curva com duas outras da curva padrao:
aquela nao apresenta nenhuma das trés fases bem definidas.

4.5.6 Interpretacdo e Andlise dos Dados

Para cada amostra, determinou-se a quantidade dos genes alvo (BCHE ou
ACHE) e do controle enddgeno (18S) tanto em tecido tumoral quanto no tecido
sanguineo, por meio do Software 7300 System SDS. Em seguida, calculou-se a
relacdo (Q) entre as meédias das quantidades dos genes alvo nesses dois tecidos,
utilizando-se a formula (KONIGSHOFF et al., 2003):

Tumorcue / Tumorgs

Sanguecue / Sangueigs

Utilizando-se os coeficientes de variagao (CV) obtidos das ftriplicatas dos
tumores de cada gene alvo e dos tumores do controle enddgeno, foi obtido o desvio
padrao (S) de Q, da seguinte maneira (APPLIED BIOSYSTEMS, 2004):

CV1 = Desvio Padrao Tumorcye e CV, = Desvio Padrao Tumorigs

Média Tumorcre Média Tumorigs

CV = (CV4* + CV,)'"”
E, finalmente:
S=CVv.Q

Dessa forma determinou-se em valores relativos a comparagdo entre a
quantidade dos genes no sangue e no tumor de uma mesma paciente. Se a

quantidade dos genes alvo estiver aumentada no tecido tumoral o valor obtido com
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esta formula sera > 1; se nao tiver sofrido alteracdo sera = 1, e se estiver deletado
sera < 1. Desse valor, inferimos se o gene esta ou nado amplificado (presente em um
maior numero de copias) ou deletado no tecido tumoral. Foi utilizado um intervalo de
confianga (IC) de 95%. Considerou-se amplificagdo quando o limite inferior do IC foi
>1 e o limite superior 2 1,5, e delecdo quando os limites inferior e superior foram <
0,5 e < 1, respectivamente.

Foi verificada a possivel correlagcado entre os dados obtidos para cada gene, e
também destes com as caracteristicas clinico-histopatolégicas das pacientes. Para
tanto, foi utilizado o programa Statistica for Windows (StatSoft, Inc, 2000), no qual as
informacdes resultantes das reagbes de PCR foram organizadas de trés formas
distintas: 1) valores da quantificac&o relativa (Q); 2) casos de amplificagdo e delegéo
(as delegdes atribuiu-se o valor “0”, as que nao sofreram alteragdo o valor “1”, e as
amplificagdes o valor “2”); 3) alteragdes de maneira geral, no qual tanto as dele¢des
quanto as amplificagdes foram atribuidos o valor “1”, e “0” aquelas que néao
sofreram alteragcdo. Os graficos de correlagdo representam distintos tamanhos
amostrais, uma vez que ha diferenga no numero de variaveis registradas para cada

paciente.
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5. RESULTADOS

5.1 PCR em tempo real

A técnica de PCR em tempo real foi realizada em 202 amostras (101 tecidos
tumorais e 101 tecidos sanguineos), totalizando 101 pacientes. Dessas 202, 19 néo
amplificaram e 26 apresentaram uma cinética de amplificagdo diferente, sem a
menor reprodutibilidade, e foram excluidas do estudo; por se tratar de um estudo
com amostras pareadas, descartou-se também o respectivo par das mesmas. Uma
paciente ainda teve que ser excluida por seu tumor tratar-se de uma neoplasia
benigna (fiboroadenoma), o que s6 foi descoberto apds as reagdes de PCR ja terem
sido realizadas. Algumas amostras ainda apresentaram uma curva de amplificagéo
com um comportamento um pouco diferente do normal para se estabelecer uma
quantificacdo exata com seguranga, mas ainda assim foram levadas em
consideragao. Para se ter certeza de que elas ndo estariam levando a uma
interpretacéo errada dos dados, as analises foram feitas também sem esse grupo de
amostras. Ao final, portanto, este estudo foi realizado com dois grupos amostrais:
um com 55 pacientes e outro com 42 pacientes.

Em cada reacao, obtiveram-se graficos de amplificagdo similares ao da Figura
9; nela pode ser observado o posicionamento do limiar (threshold - linha horizontal
verde) logo no inicio da fase geométrica de progressédo da PCR. As informacdes
dadas pelo software — baseadas nos Cts — tais como as quantidades médias das
triplicatas e desvios-padrao das mesmas, para os genes 18S, BCHE e ACHE, das
amostras de sangue e de tumor de cada paciente, foram utilizadas para calcular as
quantidades relativas (Q) de cada gene

Todas as reagdes resultaram em uma curva padrao semelhante a da Figura
10. Observa-se que, por ser uma diluicado seriada de razao quatro, ha uma diferenca
de dois Cys entre cada ponto da curva padréo, ja que a cada ciclo o produto
amplificado dobra. Baseado na relagdo dos Crs com a quantidade pré-determinada
de DNA em cada ponto da curva padrdo, o software calculou o slope, o qual foi
utilizado para o calculo da eficiéncia de cada reagao, o y-intercept, e o R%. Na Tabela
3 estdo listados os slopes, os R? e as eficiéncias obtidos em cada uma das placas

realizadas.
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Figura 9: Grafico de amplificagcdo obtido em uma das reagbes de PCR em tempo real

realizadas para o gene 18S; cada linha corresponde a uma amostra.
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Figura 10. Curva padréo obtida em uma das rea¢des de PCR em tempo real, com os Cts das

triplicatas ao lado.



Tabela 3. Valores de inclinag&o da curva (Slope), coeficiente de determinacao (Rz) e

eficiéncia de cada reagao realizada.

GENE SLOPE

-3,17
-3,25
-3,53
-3,37
18S -3,32
-3,19
-3,34
-3,23

-3,31
-3,48
-3,32
BCHE -3,32
-3,37
-3,06
-3,42

-3,17
-3,47
ACHE -3,33
-3,41
-3,24
-3,18

R
0,9975
0,9945
0,9982
0,9949
0,9985
0,9945
0,9985
0,9992

0,9806
0,9903
0,9911
0,9926
0,9865
0,9865
0,9933

0,9949
0,9844
0,9939
0,9910
0,9940
0,9945

EFICIENCIA (%)
106,76
103,09
91,99
98,03
100,08
105,82
99,25
103,98

100,50
93,80
100,08
100,08
98,03
112,23
96,06

106,76
94,17
99,66
96,45
103,54
106,28

5.2 Controles Negativos e Temperaturas de Melting
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Apesar dos esforcos para se eliminar qualquer amplificagdo do controle

negativo (CN), todas as reacdes apresentaram um CN com algum nivel de

amplificagdo. Contudo, a grande maioria dos CNs apresentou Ct maior do que 30

(Grafico 1) e uma diferenga entre a média de Cts dos CNs e a média de Ct da

amostra de maior Cr foi de pelo menos 5 (Grafico 2), valores considerados

aceitaveis (BUSTIN et al., 2004). Ocorreram apenas duas exceg¢des, as quais estéo

marcadas com um asterisco (*) nos Graficos 1 e 2.
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Meédias dos Cts
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Grafico 1. Médias dos C+s dos controles negativos obtidas nas reagdes realizadas.
* = valor menor do que os considerados aceitaveis em BUSTIN et al. (2004).

Diferenca entre as médias de Cts

1 2 3 4 5 6 7 8(9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
18S BCHE ACHE

Placas

Grafico 2. Diferencga entre as médias dos Cts dos controles negativos e as médias dos
Cts das amostras de maior Cr.
* = valor menor do que os considerados aceitaveis em BUSTIN et al. (2004).

Em algumas reagbes, os CNs ainda apresentaram um pico de dissociagao
menor do que o pico das amostras, como pode ser observado na Figura 11.

As médias das temperaturas de melting do amplicon obtidas nas diferentes
reacdes para cada gene foram: 81,16 £ 0,09 para o fragmento do gene 18S; 78,73 +
0,08 para o fragmento do gene BCHE e 84,60 + 0,12 para o do gene ACHE (Figura
11).
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Figura 11. Curvas de dissociagdo obtidas para os 3 genes. 11a) Curva de dissociagdo do
gene 18S; Tm de aproximadamente 81°C. 11b) Curva de dissociacdo do gene BCHE; Tm de
aproximadamente 78°C. 11¢) Curva de dissociagdo do gene ACHE; Tm de aproximadamente
84°C. Nos 3 graficos podem ser observados picos menores e até mesmo com diferentes Tms;
correspondem aos controles negativos.
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Os resultados obtidos por meio das reagdes de PCR em tempo real foram
organizados na Tabela 4. Os dados desta tabela representam uma comparacgao
entre a quantidade de cada gene alvo encontrada no tecido tumoral com relagdo ao
tecido sanguineo. Uma relagédo igual a 1 significa que o gene esta presente na
mesma quantidade em ambos os tecidos; ja uma relagdo maior ou menor que 1
denota um aumento ou uma diminuigdo, respectivamente, sugerindo amplificagdes
ou dele¢des desse gene no tecido canceroso. O valor de corte foi estipulado

calculando-se um intervalo de 95% de confianga.

Tabela 4. Quantidades relativas dos genes BCHE e ACHE e desvios padrao obtidos pelo método da
Curva Padrao e por meio da relagdo (Tumorcpye/Tumor,gs) / (Sanguecye/Sanguegs) de 55 pacientes
portadoras de cancer mamario esporadico.

(continua)
AMOSTRA BCHE ACHE
1 0,80 + 0,10 0,95+ 0,12
2 0,45+0,12 ¢ 0,52 + 0,09 ¢
3 1,16 £ 0,09
4 1,46+0,18°
5 0,31 +0,03 ¢ 0,89 +0,13
6 4,09 £ 0,80* °
7 2,17 +0,51°
8 2,51+0,25° 1,74+0,132
9 0,26 + 0,09* ¢ 0,49 £ 0,01* ¢
10 0,30 + 0,06* °
11 0,69 +0,15* ¢ 0,71+0,14 ¢
12 1,05 £ 0,07
13 0,28 + 0,02 ¢ 0,29 + 0,09 ¢
14 0,89 + 0,10
15 2,79+0,27 2 2,17 +0,28 2
16 1,79+ 0,242 5,02 £ 0,70°
17 1,70+0,20 2 2,42 +0,20°
18 7,07 +1,49*2 3,19 £ 0,522
19 5,20 + 0,65 ° 5,88 +0,31°
20 3,49 + 0,40* 2 10,72 + 3,87* 2
21 1,99 40,392 2,28+0,29°
22 3,07 £0,31° 1,05+ 0,15
23 0,18 £ 0,05 ¢
24 0,46 + 0,05 ¢
25 0,57 +0,08¢ 2,38+0,27 °
26 0,16 + 0,05* °
27 3,87 £ 0,59* 2 3,25+0,61*2
28 0,62 +0,08° 0,86 + 0,09
29 2,43+0,30°
30 14,32 + 3,89* 2 1,07 + 0,18*
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Tabela 4. Quantidades relativas dos genes BCHE e ACHE e desvios padrao obtidos pelo método da
Curva Padrao e por meio da relagéo (Tumorcye/Tumorsgs) / (Sanguecye/Sanguesgs) de 55 pacientes

portadoras de cancer mamario esporadico.

(conclusao)

AMOSTRA BCHE ACHE
31 0,005 + 0,0004 °
32 0,10 + 0,03* ¢ 0,23 +0,05* ¢
33 1,01 +0,22
34 0,58 + 0,06 ¢ 0,87 + 0,10
35 0,51+ 0,04 ¢ 0,59 + 0,06 ¢
36 0,02 + 0,005 ¢ 0,10 £ 0,01 ¢
37 0,19 + 0,03 ¢ 0,31 +0,03 ¢
38 0,20 + 0,03* ¢ 0,22 +0,03* ¢
39 0,10 + 0,01 ¢ 0,92+0,13
40 0,10+ 0,01 ¢
M 0,40 £ 0,05* * 0,44 £ 0,04*°
42 1,00 + 0,12*
43 0,03 + 0,004 ¢ 1,96 + 0,08 2
44 1,27 + 0,30 0,38 +0,10* ¢
45 0,05+ 0,01* ¢ 0,07 + 0,02* ¢
46 0,10+ 0,01 ¢ 0,12+ 0,01 ¢
47 0,29 + 0,02 ¢ 0,46 + 0,06 ¢
48 0,65 + 0,09° 0,56 + 0,08 ¢
49 0,03 + 0,007 ¢ 0,04 + 0,006 ¢
50 0,11 + 0,04* ¢ 0,14 + 0,04* °
51 0,03 + 0,004 ¢ 0,28 + 0,004 ¢
52 0,23 + 0,05 ¢ 0,25+ 0,02 ¢
53 0,26 + 0,04 ¢ 0,63 +0,09 ¢
54 0,24 + 0,06 ¢ 0,20 + 0,05 ¢
55 0,13 +0,01 ¢ 0,24 + 0,04 ¢

* Amostras consideradas, mas com ressalvas por apresentarem um comportamento diferente das demais.
@ Amostras cujo gene foi considerado amplificado na amostra tumoral.
4 Amostras cujo gene foi considerado deletado na amostra tumoral.

Os espagos em branco correspondem aos genes que apresentaram problemas na amplificagdo por PCR e,
por esse motivo, foram considerados como “sem informagao” para esse gene.

Os Graficos 3, 4, 5 e 6 ilustram as porcentagens das alteragdes encontradas
para os genes das colinesterases com base na quantificagéao relativa. Os Graficos 3
e 4 referem-se respectivamente ao gene BCHE e ao gene ACHE, quando
consideradas as 55 amostras. Ja nos Graficos 5 e 6, os quais fazem referéncia aos
genes BCHE e ACHE respectivamente, foram excluidas as amostras com
comportamento diferente. Nota-se um maior numero de delegbes de ambos os
genes nos dois grupos de amostras.

Observa-se que para os dois genes, quando ndo se consideram as amostras

do grupo de comportamento diferente, ha uma diminuicdo no niumero de casos de
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delecao, no entanto, essa diferenga nao foi significativa (p > 0,90 para o gene BCHE,
p > 0,50 para o gene ACHE).

Sem Informagéo
12,73%

Amplificado
23,64%

Inalterado
7,27%

Deletado
56,36%

Grafico 3. Alteragbes do gene BCHE encontradas em carcinomas mamarios de 55 pacientes.

Sem Informagéo
14,55%

Amplificado

23,64%
Inalterado
18,18%
Deletado
43.64%

Grafico 4. Alteragbes do gene ACHE encontradas em carcinomas mamarios de 55 pacientes.

Sem Informagé&o
16,67%

Amplificado

19,05%
Inalterado
9,52%
Deletado
54,76%

Gréafico 5. Alteragdes do gene BCHE encontradas em carcinomas mamarios de 42 pacientes
(excluiram-se as amostras com comportamento diferente).
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Sem Informacéo
16,67%

Amplificado

26,19%
Inalte rado
19,04%
Deletado
38,10%

Grafico 6. Alteragdes do gene ACHE encontradas em carcinomas mamarios de 42 pacientes
(excluiram-se as amostras com comportamento diferente).

Os Graficos 7 e 8 mostram que foram encontradas correlacdes positivas entre
os genes BCHE e ACHE quanto a variavel amplificacdo e delecao, tanto para N=55
(77%, p < 0,05), quanto para N=42 (73%, p < 0,05).

Foi observada também uma correlagdo positiva de 38% (p < 0,05) entre os
genes BCHE e ACHE quanto as quantificagbes relativas (Tumor/Sangue) quando
analisadas todas as amostras, e uma correlagao positiva de 77% (p < 0,05) quando
nao consideradas aquelas com comportamento diferente. Essas informagdes podem

ser visualizadas nos Graficos 9 e 10, respectivamente.

& _DBCHE vs. & _DACHE (Casewise MD deletion)
A DACHE = 27650 + 74684 * A DBCHE
Correlation: r= 76631

22

A_DACHE
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02 02 0f 10 14 18 22 95% confid.
A_DECHE

Grafico 7. Correlagao entre a variavel amplificagbes e delegbes encontrada para o gene ACHE e a
variavel amplificagdes e delegcées encontrada para o gene BCHE, considerando-se todas as
amostras. A DACHE = Amplificacdes e delegbes do gene ACHE; A DBCHE = Amplificacdes e
delecdes do gene BCHE; 0 = delecdo; 1 = sem alteragao; 2 = amplificagdo. (N=40).
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A _DBCHE vs. A_DACHE (Casewise MD deletion)
A _DACHE = 39693 + 72572 * A_DBCHE
Correlation: r= 73009

22 =

A_DACHE
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A_DECHE

Grafico 8. Correlagao entre a variavel amplificagbes e delegbes encontrada para o gene ACHE € a
variavel amplificagcdes e dele¢des encontrada para o gene BCHE, excluindo-se as amostras com
comportamento diferente. A_DACHE = Amplificagdes e dele¢gdes do gene ACHE; A_DBCHE =
Amplificacées e delecbes do gene BCHE; 0 = delecdo; 1 = sem alteragido; 2 = amplificagéo.
(N=28).

T_SBCHE vs. T_SACHE (Casewise MD deletion)
T_SACHE = 597869 + 29183 * T_SBCHE
Correlation: r= 37744

T_SACHE

D, T, Regression
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Grafico 9. Correlacdo entre a variavel quantidade relativa do gene ACHE e a variavel quantidade
relativa do gene BCHE, -considerando-se todas as amostras. T_SACHE = Relacao
(Tumorcpe/Tumorygs) / (Sanguecpe/Sangueqgs) para o gene ACHE; T_SBCHE = Relagdo
(Tumorcye/Tumorygs) / (Sanguecqe/Sangueqgs) para o gene BCHE. (N=40).
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T SACHE = 40423 + 83929 * T SBCHE 57

Correlation: r= 77055
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Grafico 10. Correlagéo entre a variavel Quantidade relativa do gene ACHE e a variavel Quantidade
relativa do gene BCHE, excluindo-se as amostras com comportamento diferente. T_SACHE =
Relagédo (Tumorcye/Tumorgs) / (Sanguecye/Sanguesss) para o gene ACHE; T_SBCHE = Relagéo
(Tumorcye/Tumorygs) / (Sanguecqe/Sangueqgs) para o gene BCHE. (N=28).

5.4 Correlagdes das amplificacfes e dele¢cdes dos genes ACHE e BCHE com os
dados clinico-histopatolégicos

Verificou-se ainda se as informagbes obtidas para os genes das
colinesterases estavam correlacionadas com as variaveis dos dados clinico-
histopatoldgicos das pacientes. Foi encontrada uma correlagéo positiva de 48% (p <
0,05) entre os casos de amplificagao e delecdo do gene ACHE com o tamanho do
tumor, apenas quando nao se consideraram na analise as amostras com

comportamento diferente (Grafico 11).

A_DACHE vs. TAMANHD (Casewise MD deletion)
TAMANHO = 30,879 + 10,606 * A_DACHE
Correlation: r= 47639
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Grafico 11. Correlagédo entre a variavel tamanho do tumor e a variavel amplificacées e delegbes
encontrada para o gene ACHE, excluindo-se as amostras com comportamento diferente. TAMANHO
= Tamanho do tumor em mm; A_DACHE = Amplificagdes e delegdes do gene ACHE; 0 = delegao; 1
= sem alteracao; 2 = amplificagdo. (N=24).
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Observou-se também correlacdo negativa entre a variavel amplificagao e
delecado dos genes BCHE e ACHE com a variavel amplificagcdo do protooncogene
ERBB2. Como os valores atribuidos foram: “0” as delegbes, “1” as inalteracdes e “2”
as amplificacdes, e, para o gene ERBB2, “1” para os casos em que este estava
inalterado e “2” para os casos em que foi encontrado amplificado, uma correlacao
negativa mostra que o gene ERBB2 encontra-se amplificado com maior frequéncia
quando os genes das colinesterases estdo deletados (Tabela 5). Quando
considerada toda a amostra, as correlagdes foram de -49% (p < 0,05) para o gene
BCHE e -52% (p < 0,05) para o gene ACHE. Ja quando foram desconsideradas as
com comportamento diferente, a correlagao foi de -56% (p < 0,05) para o gene
ACHE e de -38% (p < 0,05) para o gene BCHE, embora neste ultimo caso ela nédo
tenha sido significativa. Os Graficos 12, 13, 14, 15 e 16 ilustram as informacdes

significativas.

Tabela 5. Frequéncias (%) de delecbes, inalteracbes e amplificagcdes
dos genes BCHE e ACHE encontradas quando o gene ERBB2 estava

ou nao amplificado.

ERBB2
Inalterado Amplificado
Deletado 31,8 27,3
BCHE Inalterado 9,1 0,0
Amplificado 31,8 0,0
Deletado 20,0 25,0
ACHE Inalterado 20,0 5,0

Amplificado 30,0 0,0
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& DBCHE w=. ERBB2 (Casewise MD deletion)
ERBE2 = 14455 - 2376 * A_DBCHE
Correlation: r= - 4875
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Grafico 12. Correlagdo entre a variavel amplificagdo do protooncogene ERBB2 e a variavel
amplificagdes e delegdes encontrada para o gene BCHE, considerando-se todas as amostras. ERBB2
= Gene ERBB2: 1 = Inalterado; 2 = Amplificado; A DBCHE = Amplificagdes e dele¢cdes do gene
BCHE: 0 = delegao; 1 = sem alteragao; 2 = amplificagdo. (N=22).

Bivariate Histogram: A_DBCHE and ERBBZ
(Casewise deletion of missing data)

Grafico 13. Amplificagao do protooncogene ERBB2 x amplificagdes e dele¢des encontradas para
o gene BCHE, considerando-se todas as amostras. ERBB2 = Gene ERBB2: 1 = Inalterado; 2 =
Amplificado. A DBCHE = Amplificacdes e delegbes do gene BCHE: 0 = delegédo; 1 = sem
alteracao; 2 = amplificagado. (N=22)
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A _DACHE vs. ERBBZ (Casewise MD deletion)
ERBEZ = 1,5355 - 2818 * A_DACHE
Correlation: r=- 5245

ERBE2

0a - “o. Regression
02 02 0f 10 14 18 22 95% confid.

A DACHE
Grafico 14. Correlagdo entre a variavel amplificagdo do protooncogene ERBB2 e a variavel
amplificagdes e delegdes encontrada para o gene ACHE, considerando-se todas as amostras. ERBB2

= Gene ERBB2: 1 = Inalterado; 2 = Amplificado.A_DACHE = Amplificagdes e dele¢des do gene
ACHE: 0 = delegéo; 1 = sem alteragéo; 2 = amplificagao. (N=20).

Bivariate Histogram: A_DACHE and EREEZ
(Casewise deletion of missing data)

Grafico 15. Amplificagéo do protooncogene ERBB2 x amplificagbes e dele¢des encontradas para
o gene ACHE, considerando-se todas as amostras. ERBB2 = Gene ERBB2: 1 = Inalterado; 2 =
Amplificado; A_DACHE = Amplificagdes e delegbes do gene ACHE: 0 = delegdo; 1 = sem
alteragao; 2 = amplificagdo. (N=20).
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A _DACHE vs. ERBBZ (Casewise MD deletion)
EREBZ2 = 1 5857 - 3000 * A_DACHE
Correlation: r=-5612
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Grafico 16. Correlagdo entre a variavel amplificagdo do protooncogene ERBB2 e a variavel
amplificagbes e delegbes encontrada para o gene ACHE, excluindo-se as amostras com
comportamento diferente. ERBB2 = Gene ERBB2: 1 = Inalterado; 2 = Amplificado; A_ DACHE =
Amplificagdes e delegbes do gene ACHE: 0 = delegéo; 1 = sem alteragéo; 2 = amplificagdo. (N=14).

As alteragdes (amplificagcdes + delecbes) do gene BCHE apresentaram uma
correlagdo positiva com o grau histologico dos tumores, tanto quando se
consideraram todas as amostras (40%, p < 0,05) (Graficos 17 e 18), como quando
as de comportamento diferente foram retiradas da analise (48%, p < 0,05) (Gréfico
19). Para o gene ACHE também foi observada essa correlagédo, no entanto, ela foi
significativa somente quando se consideraram todas as amostras (39%, p < 0,05)
(Graficos 20 e 21). A correlagdo com o grau histolégico dos tumores nao foi
significativa para nenhum dos genes quando foram consideradas as variaveis
quantidade relativa e amplificagdes e delegdes.

Outras correlagbes foram observadas apenas para o gene BCHE. As
variaveis quantidade relativa e amplificagdes e delegbes desse gene apresentaram
uma correlagado positiva com a variavel uso de pilula anticoncepcional (na qual se
atribuiu o valor “1” para o fato de as pacientes ndo tomarem pilula anticoncepcional
e “2” para o fato de tomarem esse contraceptivo) de 66% (Grafico 22) e 64%
(Grafico 23), respectivamente (com p < 0,05 para ambas). A variavel amplificacdes e
delecbes do gene BCHE ainda apresentou correlagéo positiva de 64% (p < 0,05)
com a variavel idade da primeira gravidez (Grafico 24). Estas correlacbes foram

observadas somente quando o grupo amostral considerado foi o de 42 pacientes.



ALTBCHE vs. GRAL (Casewise MD deletion)
GRAL = 13333 + 52308 * ALTECHE
Correlation: r= 40493
32

28

GRAL

04 “o. Regression
02 0.0 02 0.4 05 08 10 12 95% canfid.

ALTBCHE

Grafico 17. Correlagao entre a variavel grau histologico do tumor e a variavel alteragées do gene
BCHE, considerando-se todas as amostras. GRAU = Grau histoldgico do tumor, classificado em |,
Il e lll; ALTBCHE = Altera¢des do gene BCHE (amplificacdes + dele¢des): 0 = sem alteracao; 1 =
com alteragdo. (N=42).

Bivariate Histogram: ALTBCHE and GRAL
(Casewise deletion of missing data)

Grafico 18. Grau histologico do tumor x alteragdes do gene BCHE, considerando-se todas as
amostras. GRAU = Grau histolégico do tumor, classificado em |, Il e Ill; ALTBCHE = Alteragbes do
gene BCHE (amplificagbes + delegdes): 0 = sem alteracdo; 1 = com alteragdo. (N=42).

62
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ALTECHE vs. GRAU (Cagewise MD delstion)
GRAU = 13333 + 58810 * ALTBCHE
Correlation: r= 48132
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Grafico 19. Correlagéo entre a variavel grau histolégico do tumor e a variavel alteragbes do gene
BCHE, excluindo-se as amostras com comportamento diferente. GRAU = Grau histolégico do tumor,
classificado em |, 1l e Ill; ALTBCHE = Altera¢des do gene BCHE (amplificagbes + delegdes): 0 = sem
alteracdo; 1 = com alteragao. (N=31).

ALTACHE vs. GRAU (Casewise MD deletion)
GRAU = 17778 + 50347 * ALTACHE
Correlation: r= 38837
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Grafico 20. Correlagado entre a variavel grau histolégico do tumor e a variavel alteragdes do gene
ACHE, considerando-se todas as amostras. GRAU = Grau histolégico do tumor, classificado em |, Il e
lll; ALTACHE = Alteracbes do gene ACHE (amplificagbes + delegbes): 0 = sem alteragdo; 1 = com
alteragdo. (N=41).
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Bivariate Histogram: ALTACHE and GRAL
(Casewise deletion of missing data)

Grafico 21. Grau histolégico do tumor x alteragdes do gene ACHE, considerando-se todas as
amostras. GRAU = Grau histologico do tumor, classificado em I, 1l e lll; ALTACHE = Alteragbes do
gene ACHE (amplificagdes + delegdes): 0 = sem alteragao; 1 = com alteragao. (N=41).

T_SBCHE vs. PILULA, (Casewise MD delation)
FILULA = 10954 + 21141 * T_SBCHE
Correlation: r= FE143
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Grafico 22. Correlagdo entre a variavel uso de pilula anticoncepcional e a variavel quantidade relativa
do gene BCHE, excluindo-se as amostras com comportamento diferente. PILULA = consumo de pilula
anticoncepcional: 1 = ndo consumiu, 2 = consumiu; T_SBCHE = Relagdo (Tumorcyg/Tumorgs) /
(Sanguecnqe/Sangueqgs) para o gene BCHE. (N=13).
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PILULA = 1,111 + 31944 * A _DBCHE
Correlation: r= 53389
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Grafico 23. Correlacdo entre a variavel uso de pilula anticoncepcional e a variavel amplificacbes e
delegdes encontrada para o gene BCHE, excluindo-se as amostras com comportamento diferente.

PILULA = consumo de pilula anticoncepcional: 1 = ndo consumiu, 2 = consumiu. A DBCHE =
Amplificagdes e dele¢bes do gene BCHE: 0 = delecao; 1 = sem alteragao; 2 = amplificagdo. (N=13).

A_DBCHE vs. GRAYIDEZ (Casewise MD deletion)
GRAWIDEZ = 21,143 + 1 5952 * A_DBCHE
Correlation: r= F3568
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Grafico 24. Correlagéo entre a variavel idade da primeira gravidez e a variavel amplificagbes e delegdes
encontrada para o gene BCHE, excluindo-se as amostras com comportamento diferente. GRAVIDEZ =
Idade da primeira gravidez; A_ DBCHE = Amplificacbes e delecdes do gene BCHE; 0 = delegéo: 1 = sem
alteracéo; 2 = amplificagdo. (N=10).

Nao foi encontrada correlacdo entre as variaveis dos genes das
colinesterases e as variaveis idades de menarca, de menopausa e de primeira
gravidez, numero de filhos, presenca ou auséncia de receptores hormonais
(estrégenos e progesterona), presenga ou auséncia de metastase nos linfonodos

axilares e tipo histoldgico.
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6. DISCUSSAO

6.1 PCR em Tempo Real

O método de PCR em tempo real tem se mostrado uma ferramenta poderosa
em analises quantitativas, tanto de DNA, para a verificagao de alteragcdes no numero
de coépias (BIECHE et al., 1998; KONIGSHOFF et al., 2003), bem como de RNA,
para a averiguagcdo de alteracbes na expressdo génica (NIKITINA et al., 2003;
SCHOSTAK et al., 2006). Essa metodologia permite 0 acompanhamento da reagao
e a apresentacao dos resultados de forma mais precisa e rapida em relacdo a PCR
convencional, a qual apresenta somente resultados qualitativos e ainda requer a
deteccdo em gel, apds eletroforese (NOVAIS, PIRES-ALVES & SILVA, 2004).

Nesse estudo, utilizou-se a PCR em tempo real para verificar a possivel
amplificacdo e/ou delegcdo dos genes das colinesterases, BCHE e ACHE, em
canceres de mama esporadicos. Inicialmente, foram utilizadas 202 amostras; destas,
apenas 110 puderam ser aproveitadas para a analise estatistica, sendo que 13
foram consideradas com ressalva, por apresentarem uma cinética de amplificagao
um pouco diferente, como ja mencionado anteriormente.

Segundo Bomijen et al. (citado por BUSTIN & NOLAN, 2004), a qualidade das
amostras possivelmente € o determinante mais importante da reprodutibilidade e da
relevancia biologica dos resultados subsequentes de uma PCR quantitativa;
qualquer problema que afete essa reprodutibilidade, e como consequéncia, os
resultados, provavelmente esta relacionado com essa caracteristica. Acredita-se que
as amostras que nido amplificaram ou ndo mostraram boa reprodutibilidade neste
estudo possivelmente apresentavam certo grau de degradagédo, ou ainda continham
substancias inibidoras. De acordo com Besseti (2007), estas interagem diretamente
com o DNA ou com a enzima DNA polimerase, interferindo na amplificagdo, e podem
resultar de excessos de reagentes utilizados na extracdo do DNA, tais como KCI,
NaCl, SDS, etanol, isopropanol e fenol. Observou-se que dentre as amostras que
apresentaram problemas na amplificacdo e tiveram que ser descartadas, 83,78%
tratavam-se de DNA tumoral, e apenas 16,21% de DNA de sangue; dentre as
amostras que foram consideradas para a analise estatistica mas com ressalvas,
64,70% correspondiam a amostras tumorais e 35,29% a amostras do tecido

sanguineo (p < 0,001). Uma possivel explicacdo para esse fato € a diferengca na
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metodologia de extragdo do material genético dos dois tecidos: o de sangue foi
extraido pelo método salting out e o de tumor pelo método do fenol-cloroférmio.

A presenca de inibidores pbéde ser suspeitada porque o método de
amplificagdo empregado foi a PCR em tempo real. Uma PCR convencional néo
permite essa observacgao, pois realiza leituras “end point”, mostrando apenas o
obtido na fase platd. A Figura 12, por exemplo, ilustra as curvas de uma amostra em
triplicata. Observa-se que, embora ndo haja a menor reprodutibilidade, tanto a linha
azul quanto a amarela teriam uma quantidade de produto detectada ao final da
reacao.

A eficiéncia de uma PCR depende de varios fatores, entre eles os cuidados
no preparo das reagdes, a qualidade do DNA/RNA, a possivel presenca e a
concentragao de inibidores, o desenho dos iniciadores, tamanho do fragmento a ser
amplificado, condigbes de termociclagem etc, e deveria ser em torno de 100%, com
slopes entre -3,6 a -3,1 (APPLIED BIOSYSTEMS, ABI Expert training Center;
DORAK, 2006). Na Tabela 3, observa-se que apenas uma placa (do gene BCHE)
teve um slope maior que -3,1, no entanto muito préximo desse valor (-3,06); as
demais ficaram dentro do intervalo de slopes mencionado. Com relagao a eficiéncia,
algumas reagdes apresentaram um valor um pouco maior que 100%; acredita-se

que seja devido a presenga de contaminantes em algumas amostras.

Delta Rn vs Cycle
1.000e+001

End Point

SRR

1.000e+000

1.000e-001 f

Delta Rn

1.000e-002
1.000e-003 /"\

123 45 67 8 9101121314156 171819 2021 2223 24 25 2627 28 28 3031 32 33 34 35 36 37 3839 40

1.000e-004
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Figura 12. Exemplo de amostra com substancias inibidoras. Observa-se que nado ha a menor
reprodutibilidade dentro dessa triplicata. Se a mesma amostra fosse submetida a uma PCR
convencional, ndo seria detectada a presenga de inibidores, ja que a leitura seria apenas da fase
platd (end point).
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6.2 Controles Negativos e Temperaturas de Melting

O fluordforo utilizado neste trabalho foi o0 SYBR Green, o qual apresenta uma
boa sensibilidade e facil utilizagdo (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004). Outra
caracteristica desta molécula fluorescente € a capacidade de se ligar a toda e
qualquer dupla fita gerada na reagao, o que pode resultar em um controle negativo
(CN) emitindo fluorescéncia devido a sua ligagdo a dimeros de oligonucleotideos
iniciadores (BUSTIN et al., 2004). Para a realizagdo de um controle dessas
amplificagdes inespecificas, faz-se a curva de dissociacédo e o grafico resultante
permite verificar se ha um ou mais produtos de PCR presentes em cada reacao
devido a diferenca das temperaturas de melting (Tm) de cada produto, de acordo
com O numero e composi¢cao de bases.

Neste estudo, mesmo com as tentativas de se eliminar qualquer amplificacéo
dos CNs (testaram-se diferentes concentragbes dos iniciadores, diferentes
temperaturas e tempos da fase de extensao, preparo das placas dentro e fora do
fluxo laminar, e até mesmo diferentes equipamentos de PCR em tempo real), os
CNs de todas as placas foram positivos e apresentaram uma Tm igual a Tm dos
fragmentos amplificados do gene da placa em que se encontravam.

Segundo Bustin et al., (2004) a questao de como interpretar um CN positivo &
assunto de infindaveis debates. Eles acreditam que um CN com um Ct menor que
30 indica a presenca de elevados niveis de contaminagdo em algum lugar do
laboratério e o preparo da reagao requer atengédo urgente, mas ao mesmo tempo
dizem que ndao ha nada muito definitivo nestas situagdes, e sugerem que qualquer
amostra que tenha mais de cinco Cts de diferenca do CN provavelmente pode ser
considerada como nao estando contaminada, especialmente quando as replicatas
do CN também foram positivas e apresentaram Cys similares. Conforme mostram os
Graficos 1 e 2 (pagina 51), a grande maioria dos CNs apresentou Ct maior do que
30 e uma diferenca entre a média de Cts dos CNs e a média de Cys da amostra de
maior Ct da mesma reacéao foi de pelo menos 5. Ocorreram apenas duas excegoes.
Como pode ser observado no Grafico 1, a placa 7 apresentou uma média de Crs
dos CNs de 29,17. Porém, a diferenca entre as médias dos Crts dos CNs e as
médias dos Crs de amostras de maior Ct foi de 12,59, como mostra o Grafico 2 (e a
Figura 9 na pag.48); por esse motivo decidiu-se utilizar este dado. A outra excecéo
foi a amostra de maior Ct da placa 10, a qual apresentou uma diferenca entre a

média de Crs do CN e a sua média de Crs de apenas 3,80 (Grafico2). Esta foi
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analisada com ressalvas, e incluida no grupo das amostras com comportamento

diferente.

6.3 Amplificacdes e delecdes dos genes BCHE e ACHE

A alteragdo do numero de cdpias génicas estd presente na maioria dos
canceres de mama, com uma média de 6,7 aberragcbes por caso, e esta associada
ao desenvolvimento e a progressao dessa neoplasia. As alteragées mais frequentes
sdo as amplificagdes e as dele¢bes (BUERGER et al., 1999; FOROZAN et al., 2000).

Amplificagées génicas sdo mutagdes que resultam em multiplas cépias de um
gene em uma regiao cromossOdmica ampliada; desempenham um importante papel
na patogénese de diversos tumores sdlidos, inclusive no cancer de mama,
provavelmente por que a superexpressdo de alguns genes criticos confere uma
vantagem seletiva (KALLIONIEMI, 1994; BIECHE et al., 1998; MYLIKANGAS, 2006).
Ja as delegdes sdo perdas de um segmento qualquer do cromossomo, que hao
inclua o centrdbmero (GUERRA, 1988). Estdo envolvidas na perda de fungdo de
genes supressores de tumor (OLIVEIRA, ROSS & FLETCHER, 2005).

Diversos estudos ja mostraram que os genes das colinesterases estao
estruturalmente alterados, ou se expressam de modo atipico em uma série de tipos
tumorais, tais como gliomas (VIDAL, 2005), carcinomas primarios de ovario (ZAKUT
et al., 1990), leucemias (LAPIDOT et al., 1989) e cancer de pulmao (BRASS et al.,
1997). Ha relatos ainda de amplificagdes da regido 3q - na qual se situa o gene
BCHE - em canceres de prostata (JUNG et al., 2006) e em canceres de cabeca e
pescoco (HIBI et al., 2000), e delegbes da regido 7q - onde esta situado o gene
ACHE - em leucemias (STEPHENSON et al., 1996).

Neste estudo, investigou-se a possivel amplificacdo ou delegdo dos genes
BCHE e ACHE em tumores de mama esporadicos. Conforme os Graficos 3 a 6,
grande parte das pacientes portadoras dessa neoplasia apresentaram os genes das
colinesterases alterados nos tecidos tumorais. Observou-se um maior numero de
delecbes - 56,36% e 43,64% para os genes BCHE e ACHE, respectivamente - do
que amplificagdes - 23,64% para ambos - quando N=55. Para N=42 essa
observagdo também foi verdadeira, embora com valores um pouco diferentes
(delegbes: 54,76% para o BCHE e 38,10% para o ACHE; amplificagcbes: 19,05%
para o BCHE e 26,19% para o ACHE). Ainda analisando a amostra em que N=42,

percebe-se que o numero de pacientes com o gene ACHE inalterado € o dobro do
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namero das pacientes com o gene BCHE inalterado (19,4% e 9,52%,
respectivamente) (p > 0,20), e que foi encontrado um maior numero de amplificacoes
do gene ACHE do que do gene BCHE (p > 0,30), e o contrario para os casos de
delecdo, mais no gene BCHE do que no ACHE (p > 0,20); no entanto, essas
diferencas nao foram significativas. As diferengas entre os valores obtidos para os
distintos tamanhos amostrais ndo foram estatisticamente significativas.

Embora os genes das colinesterases estejam situados em cromossomos
diferentes - o gene BCHE esta localizado na regido 3926.1-926.2, e o ACHE na
regido 7g22 - observou-se uma correlagéo positiva entre os casos de delegao e
amplificagcdo dos mesmos, bem como entre as suas quantificagdes relativas. Alguns
autores afirmam que cada alteracdo genética € critica para o desenvolvimento de
clones de células com um comportamento diferente e uma vantagem seletiva de
crescimento, e quando ocorrem juntas em uma unica célula da mama, desregulam o
sistema de controle at¢é o ponto em que as células passam a funcionar
autonomamente, de maneira irregular e imprevisivel, proporcionando um terreno
fértil para outras mutagdes ocorrerem. A replicacdo continua dessas células resulta
na formacdo de grupos celulares anormais com um acumulo de mutagbes e,
portanto, com um maior potencial neoplasico (HODGSON & EVANS, 1998; WREN,
2007).

Ja foi observado que alguns genes amplificam apos exposicdo a
quimioterapicos, e que essa alteracdo favorece a sobrevivéncia da célula
(SCHIMKE, BROWN & CKAUFMAN, 1982). Soreq & Zakut (1990) acreditam que os
genes das colinesterases se encaixam nessa categoria, e que seus produtos
protéicos sao importantes para a sobrevivéncia, divisdo ou crescimento de células
tumorais, hematopoéticas e germinativas. Stephenson et al. (1996) também
acreditam que algumas drogas anti-cAncer possam ter efeito sobre as
colinesterases, e influenciem os eventos de amplificagdo dos genes dessas
enzimas. De fato, ja foi demonstrado que derivados do camptotecin - uma droga
utilizada no tratamento do céncer - atuam como inibidores da acetilcolinesterase
(KAWATO et al., 1993). Todavia, alguns autores acreditam que essa amplificagao
nao seja uma causa da exposi¢do aos quimioterapicos, e sim que os produtos dos
genes amplificados apresentem uma maior resisténcia a agdo das drogas, alterando
a absor¢ao das mesmas, interferindo na metabolizagdo ou conjugagao ou por meio
de outros mecanismos (O'DRISCOLL & CLYNES, 2006).
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Soreq & Zakut ainda fazem mencado de que a amplificagdo ndo € o unico
mecanismo capaz de aumentar a sobrevida da célula apds a exposi¢édo de compostos
quimicos, mas que mutagdes que ocorrem no dominio estrutural do gene que codifica
a proteina alvo do inibidor, ou que ocorrem na regido promotora desse gene e
aumenta a producao de proteina alvo sem a necessidade de uma amplificagao, ou
ainda que altere o transporte através da membrana celular, impedindo o alcance da
proteina alvo pelo inibidor, também podem gerar células resistentes a acado de
drogas. Contudo, as alteragbes das colinesterases aqui verificadas ndo podem ser
atribuidas a acdo de medicamentos, pois as pacientes que compuseram O grupo
amostral ndo tinham dado inicio a qualquer tipo de tratamento.

Ha ainda outras explicagdes aceitaveis para a amplificagdo encontrada em
alguns tumores. Zakut et al. (1990) observaram uma amplificacdo tanto do gene
BCHE quanto do gene ACHE em tumores de ovarios, e propuseram dois possiveis
mecanismos para explicar esse fato. O primeiro seria uma amplificacao “acidental”
por esses genes residirem préximo a um protooncogene que sofreu amplificagdo. O
segundo seria devido ao fato de as sequéncias amplificadas conterem origens
internas de replicacdo, o que tornaria possivel sua amplificagdo independente sob
certas circunstancias. Os mesmos autores ainda mencionam que tumores que
apresentam os oncogenes c-rafi, v-sis e c-fes amplificados, também possuem altos
niveis dos genes BCHE e ACHE; por outro lado, ja foram observadas amostras
tumorais com os genes das colinesterases amplificados, mas nao oncogenes, e
propdem que talvez os genes das colinesterases sejam amplificados mais
precocemente que os oncogenes na tumorigénese.

Talvez os genes das colinesterases realmente estejam localizados proximos a
protooncogenes. Alguns estudos sugerem que os genes PIK3CA, ECT2, EVI1,
localizados na regido 3926, e o gene MET, localizado na regiao 7q3, atuem como
oncogenes. Shayesteh et al. (1999) acreditam que o PICK3CA, o qual codifica a
proteina fosfatidilinositol 3-quinase que, por sua vez, participa da regulagcdo da
proliferacdo, adesao e motilidade celular, € um oncogene que desempenha um
importante papel no cancer de ovario, estando amplificado em 40% dos casos.
Também ja foram identificadas mutagées nesse mesmo gene em tumores de mama,
de cdlon, de pulmao, gastricos e em glioblastomas (SAMUELS et al., 2004). O ECT2
(epithelial cell transforming sequence) representa uma classe de oncogenes cujos

produtos estdo relacionados a regulagcdo das proteinas da superfamilia Ras de
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GTPases, as quais estdo envolvidas no processo de mitose (TAKAI et al., 1994).
Sobre o oncogene EVI1 (ecotropic viral integration site-1), ja foi observado que os
niveis de RNA do seu transcrito estdo aumentados em 83% em canceres de ovario,
sugerindo uma contribuicdo desse gene na patofisiologia desta neoplasia; ele
também parece estar envolvido na leucemia mieldide aguda (NANJUNDAN et al.,
2007). Com relagao a regiao 7q, ja foi observada a presenca do oncogene MET, o
qual esta relacionado com proteinas quinases de outros oncogenes e receptores de
fatores de crescimento. Parece estar envolvido em carcinomas de células renais e
hepatdcitos (DEAN et al., 1985).

Trabalhos sobre a alteragédo do numero de copias génicas em cancer de mama
utilizando a técnica de CGH (Comparative Genomic Hybridization) ja demonstraram
haver amplificacbes nas regides cromossémicas 3q e 7q (KALLIONIEMI et al., 1994;
FOROZAN et al., 2000; PINTO et al., 2006), e também dele¢des da regidao 3q (LU et
al., 1997). Tendo em vista esses dados, pode-se supor que nao ocorra uma
amplificagdo ou delegdo especifica do gene das colinesterases, como mostram os
resultados aqui obtidos, mas sim a de uma regido cromossGmica um pouco mais
ampla.

Estudos sobre as colinesterases em cancer de mama mostraram um
significativo aumento (quase o dobro) da atividade da AChE e uma diminuicdo de
65% da atividade da BChE, mostrando que os niveis de AChE e BChE sao afetados
de maneiras opostas pela neoplasia (RUIZ-ESPEJO et al., 2002). Considerando-se
que, teoricamente, as amplificacbes e as delegdes aumentam e diminuem,
respectivamente, a expressédo génica dos seus produtos, os dados acima vao contra
os obtidos nesse estudo, o qual mostrou uma correlacdo positiva entre as
amplificacbes e delegdes dos genes BCHE e ACHE. No entanto, alguns autores
levantaram a hipotese de que a alteragdo da atividade das colinesterases em
tumores pode ser resultado de um aumento na degradacao e/ou liberacdo dessas
enzimas (VIDAL, 2005), ndo estando relacionada apenas a alteragcédo génica.

A variagao oposta das atividades da AChE e da BChE em canceres de mama
(RUIZ-ESPEJO et al., 2002), a forte diminuicdo da atividade da AChE mas nao da
BChE em linfonodos metastasicos (RUIZ-ESPEJO et al., 2003), o declinio de ambas
em canceres de colon (MONTENEGRO et al., 2005), a diminuicdo da atividade da
AChE em canceres de pulmao, a ndo alteracdo da mesma em adenocarcinomas
(MARTINEZ-MORENQO et al., 2006), bem como a amplificagao da regido 3q26.1-q29
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em canceres de mama (PIERGA et al., 2007) e de pulmao (TONON et al., 2005),
delecbes do segmento 3926.3-q27 em canceres medulares da tiredide (MARSH et
al., 2003), delecdes da regidao 7922 em sindromes mielodisplasicas e leucemias
miéloides agudas (STEPHENSON, 1996) e amplificacdo da 7q em tumores de
mama (FOROZAN et al., 2000) sugerem que o efeito do cancer na atividade das
ChEs depende das anormalidades genéticas e biologicas desenvolvidas no tipo
particular de célula na qual o tumor surgiu.

Nota-se que nenhuma relagao causal foi ainda firmemente estabelecida entre
a expressao das colinesterases e o desenvolvimento de tumores. Assim como a
expressao dos genes BCHE e ACHE é contra regulada durante o desenvolvimento
do sistema nervoso, um fendmeno semelhante poderia ser esperado na
transformacao neoplasica. Entretanto, o que é verdade no desenvolvimento do
sistema nervoso nédo é necessariamente verdade na tumorigénese. Pode-se supor
que a mudancga de atividade das colinesterases em tumor seja uma consequéncia
das transformag¢des neoplasicas e que ela contribua de alguma forma para a

manutengao do processo tumorigénico.

6.4 Correlagbes das amplificacOes e dele¢bes dos genes ACHE e BCHE com os
dados clinico-histopatoldgicos

O método padrdo para definir o progndstico de pacientes com céancer de
mama inclui algumas caracteristicas clinico-histopatoldgicas, tais como tamanho do
tumor, grau histolégico, envolvimento dos linfonodos, presenca de receptores
hormonais e superexpressao do gene ERBB2 (CHIURI, LEO & LORUSSO, 2007).
Tendo isso em vista, confrontamos os dados obtidos nesse estudo, relativos aos
genes das colinesterases, com as informacgdes obtidas das pacientes.

O gene ERBB2 é um oncogene membro da familia dos receptores de tirosina
quinase ErbB e desempenha um importante papel na patogénese do cancer de
mama. A amplificagdo e/ou superexpressao desse gene tem sido descrita em 20-
30% dos carcinomas invasores de mama e estd associada a tumores com um
fendtipo particularmente agressivo (SLAMON et al., 1987; BOGLIOLO, 2006). Foi
encontrada uma correlagdo negativa entre a variavel amplificacdo e delegdo dos
genes BCHE e ACHE e a variavel amplificacdo do protooncogene ERBBZ2,
mostrando que o gene ERBB2 encontra-se amplificado com maior frequéncia

quando os genes das colinesterases estao deletados (Graficos 13 e 15, e Tabela 5).
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Pierga et al. (2007) ja observaram uma maior frequéncia de dele¢des das regides
5933.3-g4 e 18p11.31 em tumores com o gene ERBB2 amplificado, também em
canceres de mama. Segundo Vanden-Bempt, Drijkoningen & De Wolf-Peeters
(2007), as alteragbes genéticas associadas com a amplificagdo do ERBB2 em
canceres de mama sao bastante heterogéneas. Eles acreditam que a amplificagédo
desse gene seja um evento complexo que desestabiliza o genoma tumoral,
facilitando a geragcdo de outras aberragbes gendmicas, tanto (co) amplificagdes
quanto delegdes.

Foi observada ainda uma correlagdo positiva entre o grau histolégico dos
tumores das pacientes e as alteragdes (amplificacbes + delecbes) de ambos os
genes das colinesterases; para o gene BCHE essa correlagao foi positiva tanto para
N=55 (40%) quanto para N=42 (49%); ja para o gene ACHE ela foi positiva somente
quando N=55 (39%), embora houvesse uma tendéncia de o mesmo ocorrer quando
N=42 (33%). Ha evidéncias de que o grau histolégico do tumor aumenta de | (bem
diferenciado e com crescimento lento) para Il e lll (moderadamente diferenciado e
indiferenciado com uma alta proliferacdo, respectivamente) conforme o cancer
progride, sendo que o grau lll, portanto, apresenta uma instabilidade gendmica
maior € um maior acumulo de alteragdes (ELLSWORTH et al., 2007; 2008). Buerger
et al. (1999), analisando o genoma por completo, também encontraram uma
correlagdo positiva entre o grau histoldégico e o numero de alteragées genéticas em
cancer de mama: nos carcinomas de grau |, foi encontrada uma média de 3,6
aberragdes por caso e amplificagdes foram detectadas em 18%; os tumores de grau
Il continham uma média de 6,4 aberragcdes, com 25% apresentando amplificacdes, e
os de grau lll, apresentaram uma média de 8,4 aberragdes por caso, 38% de
amplificacdes.

Além disso, verificou-se uma correlagao positiva entre a variavel tamanho do
tumor e a variavel amplificacdes e delegbes do gene ACHE (48%). Quanto maior o
tumor, maior € o numero de células malignas e maior a probabilidade de surgirem
clones com capacidade metastatica (BOGLIOLO, 2006). Acredita-se que a variavel
tamanho do tumor possa estar relacionada com o grau histoldgico, pois em estudos
realizados, Duffy et al. (1991) observaram que a proporgdo de canceres com menor
grau de malignidade era menor para tumores com diametro menor que 15 cm do
que para os com um didmetro maior do que 30 cm. Meyer, Fahrner & Daniel (1999)

verificaram que 0s pequenos carcinomas invasivos de mama, 0s quais possuem no
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maximo 1 cm de didametro, preponderantemente apresentam também o menor grau
histoldgico.

Para o gene BCHE ainda foram encontradas correlagbes entre a variavel uso
de pilula anticoncepcional e as variaveis quantidade relativa e amplificacdo e
delecéo desse gene, e também entre esta ultima e a variavel idade da primeira
gravidez. Em estudo de Schénborn, Nischan & Ebeling (1994), foi constatado que as
pacientes com cancer de mama que utilizaram o contraceptivo oral apresentavam
uma maior porcentagem de tumores indiferenciados (grau lll). Ja foi observado
também que mulheres que tiveram a primeira gravidez antes dos 20 anos sdo mais
propensas a terem tumores de maior grau que as mulheres que nao tiveram filhos
(LARGENT, ZIOGAS & ANTON-CULVER, 2005). Todavia, os dados deste estudo
relativos a essas variaveis ndo podem ser conclusivos, ja que devido a falta de
informacgdes clinico-histopatoldgicas o tamanho amostral foi muito pequeno (N=13
para a variavel pilula anticoncepcional e N=10 para a variavel idade da primeira
gravidez).

Todas essas caracteristicas clinico-histopatoldgicas sdo fundamentais para o
prognéstico do cancer de mama e, como mostram os dados, algumas delas estao
relacionadas a alteracdo do numero de copias génicas, talvez nao especificamente a
dos genes das colinesterases, mas a de uma regido cromossdmica mais ampla, nos
quais estes estado incluidos. A incidéncia crescente, a heterogeneidade biolégica e a
alta taxa de mortalidade do cancer de mama tornam muito valioso qualquer esforco
no sentido de se identificarem elementos que possam melhorar o comportamento
dessa neoplasia, a forma de definir fatores progndésticos ou, até mesmo, a resposta

aos tratamentos.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos na analise de amostras de tecidos
sanguineos e tumorais de mama de 55 pacientes por meio do método de PCR em
tempo real, concluiu-se que:

e Os genes ACHE e BCHE estdo alterados (amplificados ou deletados) na
maioria dos casos de cancer de mama esporadico.

e As alteragdes em ambos os genes estéo correlacionadas entre si.

e A amplificacdo do oncogene ERBB2 esta correlacionada com a delecao dos
genes ACHE e BCHE.

e O numero de alteragdes nos genes das colinesterases aumenta conforme

aumenta o grau de malignidade do tumor.
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Apéndice

Dados clinico-histopatoldgicos das pacientes. (continua)
. . Idade Idade Uso de Pilula Metastase no Grau do Tamanho do .
Pacientes Idade Etnia . . . N° Filhos

Menarca Menopausa  Anticoncepcional Linfonodo Tumor Tumor (cm)
1 68 Euro 12 49 - Presente 1] - 1
2 55 - - - - Presente - 68 -
3 51 Euro - 48 - Presente ] 55 0
4 47 Euro 11 - SIM (2 anos) Ausente 1] 50 3
5 62 Euro 12 54 NAO Ausente 1] 25 3
6 63 Euro 15 57 SIM (6 meses) Presente 1] 50 3
7 55 Euro - 50 - Presente 1] 60 1
8 53 Euro 13 48 SIM (2 anos) Presente I - 2
9 - - - - - - Il - -
10 68 Euro 12 40 NAO Presente Il 35 1
11 56 Afro 13 49 - Presente 1] 40 3
12 74 Euro 9 50 NAO - I 23 0
13 - - - - - - Il - -
14 50 Euro 15 50 - Ausente | 40 3
15 - - - - - - - - -
16 - - - - - - - - -
17 - - - - - - - - -
18 87 Euro 16 54 NAO Presente I 83 2
19 52 Euro 13 51 SIM (8 anos) Ausente Il 30 2
20 62 Euro 12 55 SIM (13 anos) Ausente I 30 4
21 73 Euro 13 54 NAO Presente ] 60 2
22 - - - - - - Il - -
23 82 - 14 48 - Presente I 45 3
24 75 Euro 11 50 NAO Ausente 1l - 3
25 46 Euro 11 - SIM (5 anos) Presente 1] - 3
26 59 Euro 12 53 SIM (10 anos) Presente /11 - 2
27 40 - - - - Ausente 1] 32 -
28 30 - - - - - - 30 -
29 71 - - - - - Il 60 -
30 52 Euro 14 48 NAO Presente | 35 0
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(continua)

Idade Idade Uso de Pilula Metastase no Grau do Tamanho do

Pacientes Idade Ethia Menarca Menopausa  Anticoncepcional Linfonodo Tumor Tumor (cm) N Filhos
31 53 Euro 13 52 SIM (20 anos) Ausente | 18 3
32 55 Euro 11 48 SIM (4 meses) - Il 50 4
33 63 - 13 55 - Ausente | 40 4
34 53 - - - - Presente 1] 70 -
35 - - - - - - 25 -
36 56 Euro 13 54 NAO Presente I 20 3
37 43 - - - - Ausente 1] 25
38 44 Euro 15 45 SIM (16 anos) 2
39 72 Euro 13 52 NAO Ausente | 35 3
40 55 Euro 13 40 NAO - Il 2
41 40 Euro 14 - NAO Presente 1] 35 -
42 78 - - 50 - Ausente 1] 14 2
43 30 Euro 15 - NAO Ausente Il 25
44 - - - - - - - - -
45 56 - 11 52 - Presente 1] 40 1
46 51 - 13 51 - Ausente i 20 3
47 79 - - - - Ausente 1l 28 3
48 - - - - Presente 40 -
49 49 - - - - Presente 1] 25 -
50 33 Euro - - - Presente 50 -
51 75 Euro 14 50 NAO Ausente 1] 27 8
52 - - - - - - - - -
53 39 - 11 - NAO Ausente Il 40 0
54 - - - - - - Il - -
55 - - - - - - Il - -

Euro = Euro-descendente
Afro = Afro-descendente
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(continua)

Pacientes 'dad? 1 Fuma Recep,tores Receptores ERRB2 Tipos Histolégicos
Gravidez de Estrogenos  de Progesterona

1 - SIM Presente Presente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
2 - - - - - Infiltracdo Cutanea p/ Ca mamario
3 - NAO Presente Presente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
4 25 NAO Ausente Ausente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
5 20 NAO Ausente Ausente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
6 31 NAO Presente - Inalterado Carcinoma Ductal Invasor/ Intraductal
7 - - Presente Presente Inalterado Carcinoma Lobular Invasor
8 23 NAO Presente Presente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
9 - - - - - Carcinoma Ductal Invasivo
10 35 NAO Presente Ausente - Carcinoma Ductal Invasor / Lobular Invasor
11 - - Presente Presente Amplificado Carcinoma Ductal / Intraductal
12 - NAO Presente Presente Amplificado Carcinoma Ductal Invasor
13 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
14 - NAO Presente - Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
15 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
16 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
17 - - - - - Adenocarcinoma Ductal Invasor
18 20 - - - - Carcinoma Ductal
19 NAO Ausente Ausente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
20 23 NAO Presente Presente Inalterado Ca Ductal Invasor / Intraductal
21 25 NAO Presente Presente Inalterado Carcinoma Ductal
22 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
23 - - Presente Presente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
24 21 NAO Presente Presente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
25 20 NAO Presente Presente Inalterado Carcinoma Ductal
26 26 NAO Presente Ausente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
27 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
28 - - - - - Carcinoma Mastite Crbnica
29 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
30 - SIM Presente Presente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
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(concluséo)

Pacientes Idadg o Fuma Recep,tores Receptores ERRB2 Tipos Histolégicos
Gravidez de Estr6genos  de Progesterona

31 20 Presente Presente - Carcinoma Tubulo Lobular Infiltrante
32 25 NAO Presente Presente - Carcinoma Lobular Infiltrante
33 - - - - - Carcinoma Tubular Invasor
34 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
35 - - - - - Carcinoma Medular
36 26 NAO Presente Presente - Carcinoma Ductal Invasor
37 - - - - Carcinoma Ductal Invasor
38 21 - - - - Carcinoma Ductal
39 21 - - - - Carcinoma Ductal Multicentrico
40 20 Ausente Ausente Amplificado Carcinoma Ductal Infitrante
41 - - Presente Presente Amplificado Carcinoma Medular
42 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
43 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
44 - - - - - Neoplasia malignina
45 - - Presente Presente Amplificado Carcinoma Ductal Invasor
46 - - Presente Presente Amplificado Carcinoma Ductal Invasor
47 - - Ausente Ausente Amplificado Carcinoma Ductal Invasor
48 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
49 - - Presente Presente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
50 - - Presente Presente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
51 20 - - - - Carcinoma Ductal Invasor
52 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
53 - - Presente Ausente Inalterado Carcinoma Ductal Invasor
54 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor
55 - - - - - Carcinoma Lobular Invasor
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