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RESUMO




Réssio RA. Avaliacdo da imuno-expressao de proteinas da via da apoptose
mediadas pela proteina p53 no Carcinoma Hepatocelular [dissertacdo]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2010. 122p.

O presente estudo teve por objetivo estudar a participacdo da apoptose na
carcinogénese hepatocelular, quantificando o0s corpos apoptoticos
imunomarcados por caspase-3 clivada em amostras de carcinoma
hepatocelular (CHC) em pacientes com ou sem cirrose, comparando
também estes achados com amostras correspondentes de figado néo
tumoral. Visou também a analise semi-quantitativa da imuno-expresséo da
proteina p53, Bax e Citocromo-C, relacionadas a via mitocondrial da
apoptose em busca de eventuais relacdbes com as variaveis clinico-
patolégicas dos carcinomas hepatocelulares. A andlise comparativa da
distribuicdo das diversas proteinas aqui estudadas foi ainda efetuada, com
vistas a possivel demonstracdo de sua interacdo no processo de apoptose
em CHC. Amostras selecionadas de 79 casos de CHC foram distribuidas
em micromatriz tecidual e submetidas a pesquisa imuno-histoquimica com
amplificacdo por polimeros curtos de dextran ligados a peroxidase. A foi
maior nos CHC que nas amostras ndo-neoplasicas, mostrando ainda
tendéncia a associacdo com o grau histolégico do CHC .A imuno-expressao
de p53 foi maior nos CHC em figado cirrético (CHC-C), em casos com
invasao vascular, e nos graus histolégicos altos. Houve maior imuno-
expressao de citocromo ¢ em CHC-C, sendo importante sua associagdo com
p53. Bax mostrou apenas tendéncia a associacdo com o tamanho do CHC.
Essas evidéncias contribuem para a compreensdo da importancia da via
mitocondrial da apoptose mediada pela proteina p53 no CHC, destacando
também provaveis diferencas do mecanismo carcinogenético na presenca
ou nao de cirrose.

Descritores: 1. Carcinoma hepatocelular 2.Imunoistoquimica 3.Apoptose
4.Genes p53 5.Citocromo C 6.Caspase-3 clivada



Réssio RA. Immunohistochemical assessment of the expression of proteins
of the apoptosis pathway mediated by p53 in hepatocellular carcinoma
[thesis]. University of S&o Paulo School of Medicine, 2010. 122p.

This study aimed at the assesment of aspects of the role of apoptosis in
hepatocellular carcinogenesis, quantifying apoptotic bodies immunomarked
by cleaved caspase-3 in samples of hepatocellular carcinoma (HCC) in
patients with or without cirrhosis, further comparing these findings to those
from samples in nonrtumoral areas of these livers. We also aimed herein to
semiquantitate the immunoexpression of p53, Bax, Cytochrome-C,
participants of the mitochondrial pathway of apoptosis, searching for possible
relations with clinico-pathological variables in HCC. Samples from 79 cases
of HCC were arranged in tissue microarrays were and submitted to
immunohistochemical reaction with signal amplification achieved by the
short-polymer-peroxidase  system. Apoptotic index measured by
immunoexpression of cleaved-caspase 3 was higher in HCC than in samples
from non-neoplastic areas. p53 immunoexpression was higher in HCC
occurring in drrhotic livers, (HCC-C), in cases with vascular invasion and in
higher histological grades. Cytochrome-c immunoexpression was also
higher in HCC-C and, interestingly, was directly related to p53. Bax
immunoreactivity showed only a trend for a relation wth the size of HCC.
The evidences from the present study further demonstrate the importance of
p53-mediated pathway of apoptosis in HCC, and also point for possible
differences in carcinogenesis in cirrhotic versus non-cirrhotic livers.

Descriptors: 1.hepatocellular carcinoma 2.immunohistochemistry
3.Apoptosis 4.p53 gene 5.Cytochrome C 6.cleaved caspase-3



1- INTRODUCAO




1.1 Epidemiologia e Fatores Etiol 6gicos

O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma neoplasia para a qual ainda
nao se dispbe de uma terapia efetiva para as formas avancadas da doenca

(Ponomarkoo et al.,1976).

Do ponto de vista da epidemiologia mundial, o CHC ocupa as
primeiras colocacdes em neoplasia mais frequente entre os seres humanos,
e é a terceira causa de oObitos relacionados ao cancer, levando a 500 mil

mortes por ano (Llovet et al., 2004; Emedicine, 2008).

No Brasil, no municipio de Sdo Paulo, SP, segundo dados divulgados
pelo Sistema Unificado de Saude - SUS, quanto a morbidade hospitalar em
1997, a incidéncia do Carcinoma hepatocelular foi de 2/100.000 habitantes.
(Conte, 2000).

O Brasil € considerado um pais de baixa incidéncia de CHC, sendo
maior nas regifes norte, nordeste e sudeste do que no Sul do pais (Conte,

2000).

No Férum Nacional sobre CHC, realizado em Florianépolis em 1995,
foram analisados 287 casos diagnosticados de CHC entre os anos de 1992 a
1994, em oito estados brasileiros, com o0s seguintes dados principais: média
de idade 54,7 anos; relacdo masculino/feminino de 3,4:1, positividade agHBs
41,6%; positividade anti-HVC 26,9%; presenca de alcoolismo cronico 37%;
presenca de cirrose 71,2% (Goncalves et al., 1997). Possui variacdo de 100

casos por 100.000 pessoas/ano, em certas regidoes do sub-Sahara africano e



Asia, sendo estas as populacdes mais atingidas pela doenca. Em algumas
regides da Europa e da América do Norte, a incidéncia cai para menos de

guatro casos por 100.000 pessoas/ano (Sorensen etal., 1998).

O tempo de vida ap6s o diagndstico de um paciente com o
hepatocarcinoma clinicamente detectavel pode ser curto. Assim
considerando, o indice de incidéncia passa a ser equivalente ao de
mortalidade. Cerca de 50% - 90% dos pacientes com carcinoma
hepatocelular apresentam cirrose hepatica, que pode estar associada ao
alcoolismo ou hepatite crénica, cujo fator etiolégico predominante é a
infeccéo pelo virus da hepatite c, ou pelo virus da Hepatite b. O &lcool pode
ter efeito sinérgico a infeccdo por VHB e VHC quanto ao risco de
desenvolvimento de CHC (INCA, 2008).

Carcinégenos quimicos (esteréides anabolicos em altas doses), uso
prolongado de hormonios anticoncepcionais e fatores genéticos
(hemocromatose, deficiéncia de alfa-1 antitripsina, tirosinemia) sé&o
considerados fatores de risco menores ao desenvolvimento do CHC

(Brechot, 1998).

A cirrose € decorrente da atividade regenerativa extensa (nédulos
macrorregenerativos) no parénquima hepético, favorecendo aumento da
selecdo de clones de células mutantes sendo caracterizada como uma
doenca parenquimatosa necroinflamatéria contribuindo na evolucdo do
tumor. Assim, a transformacdo neoplasica decorrente de ciclos continuos ou
recorrentes de necrose e regeneracao do hepatdcito pode causar alteracdes

no DNA, levando ao surgimento do CHC (Tabor, et al., 1999).



Pelo fato de a incidéncia ser muito variavel segundo as diferentes
areas geograficas, o Hepatocarcinoma tem sido instrumento de identificacéo
de muitos fatores de risco (Alves et al., 2004). Atencdo especial deve ser
dada a ingestdo de graos e cereais que quando armazenados em locais
inadequados e Umidos, podem ser contaminados pelo fungo Aspergillus
flavus. Este fungo produz a micotoxina aflatoxina B1, substancia
cancerigena ligada ao hepatocarcinoma, além de doencgas relacionadas com

o depdsito de ferro no figado (Navas et al., 2005).

|.2 Classificagdo histologicado CHC

O CHC é um dos tumores morfologicamente mais heterogénios.
Geralmente pode-se identificar uma arquitetura trabecular delimitadas por
espacos semelhantes a sinusoides hepaticos.

A graduacéao histologica proposta por Edmondson & Steiner, em 1954,

ainda é a mais usada. Nela o CHC é dividido em:

Grau 1: Tumores bem diferenciados com trabeculagéo delicada.

Grau 2 Estrutura trabecular basica mantida, com aparecimento de
estruturas acinares ou glanduliformes e eventualmente areas papilares. Os
nacleos apresentam um grau maior de atipia quando comparados ao grau 1.

Grau 3: Aumento da atipia nuclear, com presenca de multiplos
nucléolos, areas com perda do arranjo trabecular e presenca de células

gigantes.



Grau 4: Padréo solido ou medular de crescimento, as células ndo séo
coesas, mostrando formas bizarras e a situagdo mais frequente é que haja
dificuldade em firmar a linhagem hepatocelular da neoplasia.

Microscopia 6ptica de tecidos hepaticos corados por HE, aumento de

400x, representando grau I, grau Il, grau Ill e grau IV do Carcinoma

hepatocelular (figura 1).

Microscopia 6ptica de tecidos hepaticos corados por HE, aumento de

400X, representando figado cirrético ndo-neoplasico (figura 2).
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Figura 2: Figado cirrético ndo-neoplasico

|.3 Aspectos histopatol 6gicos na progressao parao CHC

A cirrose hepatica, caracterizada pela substituicdo difusa da estrutura
hepatica normal por nédulos de estrutura anormal circundados por fibrose, é
o estadio final comum de uma série de processos patoldgicos hepaticos de
diferentes etiologias (lida ,2005 ).

O hepatocarcinoma é uma complicacdo comum nos doentes com
cirrose hepatica. Em média, cerca de 10% dos pacientes com cirrose
desenvolvem hepatocarcinoma e mais de 90% dos pacientes com o tumor
sdo portadores de hepatopatia cronica (D'Ippolito et al., 2006; Parolin et al.,
2006).

O CHC mostra-se mais agressivo quando caracteriza-se por
comportamento diferenciado na histologia, a falta de capsula fibrosa, tumor
ser de grande dimensdo com presenca de invasédo vascular e elevados

niveis séricos de alfa-fetoproteina (AFP) (But et al., 2008). Estes fatores séo



identificados como importantes indicadores de recurréncia tumoral (Parolin

et al., 2006).

1.4 A proteina p53

A fosfoproteina nuclear p53 possui peso 53kDa (Kilodaltons) e deriva
de um gene supressor de tumor localizado no cromossomo 17p13.1 o qual
se encontra alterado em mais da metade das neoplasias humanas (Yu,
2006). Sua funcao esta relacionada a fatores de transcricdo nuclear que
atuam no controle da proliferacdo celular, apoptose e manutencédo da
estabilidade genética. Em condi¢des fisiologicas, esta proteina apresenta
meia-vida relativamente curta (aproximadamente 20 minutos) e apresenta-se
com baixos niveis celulares, pois € rapidamente degradada (Kubbutat et al.,

1998).

Em situacdes de estresse celular que levam a um dano do DNA,
como por exemplo a radiacdo UV, a proteina p53 age no bloqueio do ciclo
celular induzindo a célula a entrar em apoptose até que haja o reparo do
DNA. Por outro lado, células com muta¢fes ou outro ipo de inativacdo do
gene p53 (TP53), ndo tém o ciclo celular bloqueado e continuam a se dividir,
perpetuando a mutacdo nas futuras células filhas (Vogelstein et al., 1992;
Alberts et al., 2002). A inativacdo do gene p53 pode decorrer de uma série
de alteracbes, como delecBes cromossOmicas, mutacdes frameshit ou

missense, entre outras, sendo descritas em varios tipos de cancer, como



célon, cérebro, pulméo, figado, bexiga e estbmago (Vogelstein et al., 1992;

Tolbert et al., 1999; Alves et al., 2004; Soussi et al., 2006).

1.5 O gene p53 no Carcinoma Hepatocel ular

No CHC, o TP53 encontra-se mutado em até 61% dos casos (Hsia et
al.,, 2000). A imuno-expressdo do gene p53 alterado foi associada a pior
progndstico para pacientes com CHC. Canceres que expressam p53 mutado
sd80 mais agressivos e resistentes a quimioterapia comparado a outros
canceres em tecidos expressando p53 em sua variante normal (selvagem)

(Lunnetal., 1997; Sung et al.,2005 ).

Na populacdo de CHCs brasileiros, 35,2% apresentaram imuno-
expressao de proteina p53. Ha diferenca na taxa de casos mutados segundo
a graduacdo da neoplasia (Alves et d., 2004). Particularmente had uma
mutacdo especifica do cdédon 249 do gene p53 relacionada a aflatoxina,
principalmente caracterizada em regibes da China e Africa do Sul, areas
com alto indice de infec¢des virais e abundante concentracdo de aflatoxinas
provenientes da dieta local (Yu, 2006; Alves et al.,2004). No Brasil, Nogueira
e colaboradores estudaram a presenca desta mesma mutagao em pacientes

diagnosticados com CHC (Nogueira et al, 2009).

Mutacdes no gene p53 representam o evento chave na transformacgao

e progressdo da maioria das neoplasias. A proteina p53 pode prevenir a



formacdo de tumores por reduzir o acumulo de danos genéticos que

contribuem para a tumorigénese (Braithwaite e Prives, 2006).

|.6 Apoptose

A homeostase de um ser vivo esta fortemente regulada, ndo somente
pela diferenciacdo e proliferacéo de células, mas também pela morte celular,
que ocorre muitas vezes através da apoptose, uma forma programada de
morte celular. Podemos diferenciar apoptose de necrose, pois possuem
morfologia distintas, sendo a necrose uma forma patoldgica de morte celular
na qual o conteudo intracelular é liberado no meio apés o rompimento da
membrana plasmatica. E causada por agentes fisicos e quimicos, tais como
infeccdes virais e toxinas (Siegel et al., 1999).

Na apoptose, ocorre a destruicdo ordenada da célula. Primeiro, ha
condensacao do citoplasma, enquanto o ndcleo, além de se condensar, tem
o DNA fragmentado em oligbmeros. No estagio final desse processo, as
células se fragmentam por inteiro, e seus produtos sdo empacotados
formando os chamados “corpos apoptéticos”, que sao rapidamente
reconhecidos e fagocitados por células do sistema reticulo-endotelial (Siegel

et al.,1999).
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|.6.1 Apoptose mediada pela p53

Existem duas vias pelas quais a célula é induzida a apoptose, a
via intrinseca, relacionada principalmente a atividade mitocondrial e
liberacdo do citocromo c, e a via extrinseca, desencadeada pelo estimulo de
receptores na superficie da membrana celular (Kumar et al., 2005).

As vias apoptoéticas dependentes da p53 levam a uma disfuncao
mitocondrial (Levine et al., 2006; Uo et al., 2007; Wang et al., 2007) apos
evento estressor que cause dano ao DNA. Desta forma o gene p53 induz a
apoptose através da transcricdo dos genes pré-apoptoéticos que produzem
suas proteinas, sendo as principais Bax (Bcl-2-associated X protein), PUMA

(p53-upregulated modulator of apoptosis) e Noxa (Haupt S et al.,2003).

1.6.2 A familia Bcl-2 e proteina Bax na apoptose

O gene Bcl-2 foi descrito em linfomas de células B como
resultado de uma translocacdo t(14;18). Bcl-2 codifica uma proteina
mitocondrial de 24 kDa que se localiza no reticulo endoplasmatico, no
envelope nuclear e na membrana mitocondrial de varios tecidos normais e
neoplasicos, exceto tecidos muscular e hepatico (Derossi et al., 2003). Este
gene atua através de suas proteinas sequestrando os membros pro-
apoptéticos de sua familia, ligando-se a seus dominios BH3 (Bcl-2

homélogos) prevenindo sua oligomerizacdo e consequentemente, inibindo
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0S eventos para aumento da permeabilidade mitocondrial e liberagcdo do
citocromo ¢ (Gewies, 2003).

Alguns membros desta familia, como a proteina Bcl2 e Bcl-XL
inibem a apoptose, enquanto outros, como a Bad (inibidora de proteinas que
impedem a apoptose), a Bax e a Bak sdo promotores da apoptose (Albert et
al., 2002)

Bax € uma proteina homodloga ao Bcl-2, com 21 kDa. Esta
localizada no citoplasma, estando as vezes ligada a membrana celular. Bax
€ encontrada na forma de homodimeros ou heterodimeros, estes ultimos na
presenca de Bcl-2 (Oltvai et al., 1993; Mullauer et al., 2001) mostraram um
modelo no qual a razdo Bcl-2/Bax determina a morte ou sobrevivéncia da
célula, ocorrendo ou nao, um estimulo apoptético.

Apos ter sua transcricdo ativada pela proteina p53, Bax
funciona como um antagonista de proteinas inibidoras da apoptose, como a
bcl-2 (B cels lymphoms 2) deslocando-se do citoplasma celular para a
mitocondria, promovendo a permeabilizacdo da membrana externa nesta
organela e subsequente liberacdo dce proteinas pro-apoptoticos no citosol
(Adams et al., 1998.; Levine et al., 2006).

Ha liberacdo do citocromo c¢ e da proteina Smac/DIABLO
(segundo ativador das caspases derivados da mitocondria / proteinas
diretamente ligadas a IAP / Second mitochondria-derived activator of
caspase / direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pl) que, uma
vez no citoplasma, funcionam como co-fatores da APAF-1 (Proteina

citosolica envolvida na morte celular ou apoptose /  Apoptotic Protease
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Activating Factor 1) promotores da clivagem da pro-caspase 9, formando o
complexo apoptossoma (citocromo C + APAF 1+ procaspase 9 e ATP) com
clivagem subsequente das caspases efetoras 3 e 7, levando a formacéo do
corpusculo apoptético. (Jin et al., 2001.;Haupt et al.,2003.;Levine et al.,
2006; Amaral et al., 2007; Sabah et al., 2007; Uo et al., 2007; Wang et al.,
2007).

A cascata das caspases e 0 mecanismo apoptético sofrem
regulacédo de algumas proteinas denominadas IAPs (proteinas inibidoras da
apoptose), que foram originalmente identificadas no proteoma do baculovirus
e que no ser humano inibem diretamente as caspases 3, 7 e 9. Acredita-se
que a funcdo das IAPs é a prevencédo da ativacdo espontanea das caspases.
Este fato é corroborado pela presenca das proteinas pré-apoptéticas na
mitocondria Smac e Diablo, que antagonizam a funcdo das IAPs permitindo
a continuidade da apoptose (Hengartner , 2000; Ferreira et al., 2002; Gewis

et al., 2003).

Smac/DIABLO promove a ativacdo da caspase 9 pela ligacéo
ao inibidor de proteinas de apoptose IAPs e por remocao de suas atividades
de inibicdo. A hiper expressao de smac diablo aumenta a sensibilidade da

célula para estimulos apoptético (Chai et al., 2000).

1.6.3 Caspases

Caspases sdo um grupo de proteases que possuem centro

ativo de cisteina e estdo presentes no citosol sob a forma de pré-enzimas
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inativas, tornado-se ativas apés clivagem proteolitica de residuos do acido
aspartico. Em muitos modelos de lesdo hepética, a inibicdo das caspases
frequentemente impede a apoptose, 0 que as torna alvos atraentes para
uma estratégia farmacoldgica, quando, na patogénese da doencga, O
processo de apoptose esteja envolvido (Thompson, 1999). Algumas
caspases também sdo necessarias no sistema imune, para a maturacao das
citocinas (Hengartner, 2000, Amarante-Mendes et al., 1999).

A caspase-3-clivada € uma proteina clivada que surge por
acdo tanto da caspase-8 ativa (via extrinseca) quanto da caspase-9-ativa
sobre a caspase-3 (via intrinseca). (Riedl et al, 2004). A caspase 3 clivada é
considerada a mais prevalente nas células, caracteriza-se como responséavel
pela maioria dos efeitos apoptéticos, como a quebra de muitas proteinas
importantes. No entanto, recebe suporte de outras, como a caspase-6 e 7.
Juntas, referidas como as caspases de execugao, possuem importante
funcdo na coordenacdo da morte celular (Zimmermann e Green, 2001). A
marcacao da caspase-3, em imuno-histoquimica, tem sido utilizada para
identificar células em apoptose, revelando facil aplicabilidade e alta
sensibilidade (Loro et al., 2003).

A regulacdo da morte celular programada pelas vias extrinseca e

intrinseca pode ser vista na figura 3.
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Figura 3. Vias extrinseca e intrinseca nos eventos apoptoticos

Fonte: Contran RS, Kumar V, Collins T. Robbins Pathologic basic of
disease. 7°edition. Ed.Guanabara Koogan; 2006

1.6.4 Avaliacdo de proteinas no processo apoptotico por

imuno-histoquimica

A desregulacdo da apoptose e aceleracdo da atividade

proliferativa em células hepaticas pode significar fatores de progressdo no
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hepatocarcinoma. Um grande numero de fatores moleculares tem se
mostrado associado a invasdo do CHC, com potencial valor prognéstico.

Um aspecto importante € a analise de marcadores moleculares
para o fendtipo da célula maligna. Estes incluem alteracdes no DNA,
marcadores de proliferacdo celular, marcadores como a proteina b3, as
proteinas Bax e citocromo c e a caspase efetora 3 clivada além de outros
reguladores do ciclo celular, oncogenes e seus receptores, fatores
relacionados a apoptose, bem como a atividade da telomerase (Qin et al.,
2002).

O método da imuno-histoquimica é utilizado para deteccdo
nuclear da proteina p53 constituindo-se uma ferramenta pratica e acessivel
(Soussi et al., 2006). Pelo fato da forma mutante dessa proteina ter uma
meia-vida longa quando comparada a sua forma selvagem, essa técnica
guase exclusivamente detecta a primeira forma, ou seja, a mutante
(Newcomb et al., 1993). A imuno-marcacao, mediante uso de anticorpo com
epitopos contra a proteina p53, sera positiva nas células neoplasicas, em
gue as formas selvagem ou mutante estiverem acumuladas, existindo forte
correlacdo de sua superexpressdo com mutacdes no TP53 (gene p53) (Hall
etal., 1994).

A técnica de imuno-histoquimica se baseia na capacidade que
tém os anticorpos especificos de se ligarem aos antigenos correspondentes.
A reacdo de ligacdo ndo é visivel a menos que o anticorpo esteja marcado
com uma substancia que absorva ou emita luz e que, assim produza um

contrate ou cor. O complexo enzima-anticorpo € capaz de se ligar ao
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antigeno especifico no tecido e alterar a cor do cromégeno apropriado. A
peroxidase e a fosfatase alcalina sdo as enzimas mais utilizadas, sendo a
peroxidase o marcador de preferéncia na maior parte das técnicas de
diagndstico imuno-histoquimico.

Muitas variaveis como quantidade do antigeno, afinidade com
0 anticorpo, concentragdo do anticorpo, duracdo das incubacoes,
sensibilidade do sistema de deteccéo e fixacao influenciam na deteccdo do
antigeno na técnica de imuno-histoquimica (Hall et al., 1994).

Este método tem revolucionado a pesquisa diagnéstica das
neoplasias, pois 0s anticorpos reconhecem antigenos que Sao expressos por
células neoplasicas especificas, desta forma permite que se conheca melhor
a biologia do cancer (Zuccari et al., 2001).

No CHC, embora os corpos apoptoticos possam ser vistos sob
microscopia Optica convencional pela coloracdo de hematoxilina e eosina, a
visualizacdo e quantificacdo dos mesmos pode ser melhorada com a
deteccdo de proteinas clivadas durante o processo de apoptose através da
imuno-histoquimica. Dentre estas, a caspase-3-clivada € uma das mais
importantes pois, estando no final da cascata das caspases sua deteccao
pode ser usada como um indicador indireto da propria conclusdo do caminho
da apoptose (Gown et al., 2002; Karamitopoulou et al., 2007)

A importancia pratica da correta quantificacdo da taxa de
atividade apoptética para estudos envolvendo hepatocarcinomas reside no
fato de que estudos recentes demonstram que drogas anti-neoplasicas

eliminam as células cancerosas por ativacdo de vias de apoptose sugerindo
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gue a supressdo da apoptose possa associar-se com resisténcia as drogas
guimioterapicas (Marsoni et al., 2004; Yu, 2006).

O estudo da apoptose sustenta, assim, um elevado potencial
terapéutico objetivando a identificacdo de moléculas alvo para posterior

aplicabilidade na terapia oncoldgica (Garcia et al., 2002).
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2. OBJETIVOS
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1. Estudar a participacdo da apoptose na carcinogénese hepatocelular,
quantificando os corpos apoptoticos imunomarcados por caspase-3 clivada
em amostras de carcinoma hepatocelular em pacientes com ou sem cirrose,
comparando também estes achados com amostras correspondentes de

figado ndo tumoral

2. Estudar a imuno-expressao da proteina p53 em carcinoma hepatocelular ,

buscando andlise de sua possivel relacdo com o indice apoptotico.

3. Estudar a imuno-expressao de proteinas Bax e Citocromo C relacionadas
a via mitocondrial da apoptose em busca de eventuais relacbes com as
variaveis clinico-patoldgicas dos carcinomas hepatocelulares e com a imuno-

expressao do p53
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3. METODOS
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3.1 Amostras

O universo do presente estudo € o conjunto de 79 casos de CHC aqui
analisados quanto a imuno-expressdo de caspase 3 clivada , p53, bax e
citocromo c.

Blocos de tecido hepatico parafinados e suas respectivas laminas
contendo cortes histologicos (coloracdo HE) de pacientes portadores do
diagnostico de carcinoma hepatocelular foram retrospectivamente
selecionados para este estudo.

Os blocos foram provenientes da Divisdo de Anatomia Patoldgica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (DAP— HC -
FMUSP) e do Centro de Imuno-histoquimica, Citopatologia e Anatomia
Patoldgica (Hospital Alemdo Oswaldo Cruz — HAOC-CICAP). Dentre os
setenta e nove pacientes selecionados, cinquenta foram oriundos do HC-
FMUSP e vinte e nove do HAOC-CICAP. As amostras utilizadas tinham
como etiologia: infeccado pelos VHC (28), infeccdo pelos VHB (14), VHB +
VHC (03), alcoolismo (03) e outros (31).

Das amostras coletadas, 59 (74,7%) foram do género masculino e 20
(25,3%) do género feminino, com idade média de 53,3 e extremos de 7 a 80
anos.

Critério de inclusdo: Foram utilizadas pecas parafinadas de tumores
hepaticos primarios ressecados entre 1997-2005 que se encontram

arquivadas no Departamento de Anatomia Patologica do HC-FMUSP e no
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CICAP do Hospital Alemdo Oswaldo Cruz. Todas as pecas foram

diagnosticadas como sendo CHC por métodos anatomo-patologicos.

Critério de exclusédo: Os hepatocarcinomas do tipo fibrolamelar foram
excluidos deste estudo.

Os achados imuno-histoquimicos de indice apoptético marcado por
caspase 3 clivada, e de proteinas Bax, p53 e citocromo ¢ foram comparados
com as seguintes variaveis clinico-patolégicas :

Género

Presenca ou nao de cirrose

Tamanho do tumor primario

Presenca ou nao de invasao vascular

Grau histoloégico do CHC segundo Edmonson-Steiner

Além dos blocos de parafina dos espécimes cirargicos e laminas (HE),
também foram avaliados os laudos anatomo-patolégicos originais. Sempre
qgue disponivel, o tecido hepatico ndo-neoplasico também foi motivo de
estudo.

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para

Andlise de Projetos de Pesquisa (Cappesq) do Hospital das Clinicas —

USP sob o niumero 2010/70.

3.2.TécnicaHistologica

Dos blocos de parafina originais, novas secc¢des histologicas de 3 uM
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de espessura foram obtidas em micrétomo Leica e submetidas a protocolo
de coloracéo pela hematoxilina e eosina conforme a seguir:

- Desparafinizacdo em xilol a 60°C por 10 min e xilol em

temperatura ambiente por 10 min;

- Hidratacdo em 3 passagens em alcool absoluto, alcool 95% e
alcool 80%, respectivamente;

- Hidratacdo em &gua corrente e 4gua destilada;

- Hematoxilina de Harris por 3 min;

- Lavagem em agua corrente e agua destilada;

- Oito imersdes em solucéo de hidréxido de amdnio 0,5%;

- Lavagem em agua corrente e agua destilada;

- Passagens sucessivas em alcool 50%, alcool 80% e alcool absoluto;
- Eosina por 2 min;

- Quatro passagens em alcool absoluto para desidratacao;

- Diafanizacdo em xilol (4 vezes);

- Montagem em Entellan (Merck, EUA).

3.3. Classificacio Histol6gica

Procedeu-se a revisao dos laudos anatomo-patolégicos originais para
obtencdo de informes sobre a graduacdo histolégica de Edmondson —
Steiner ( | — IV). Para a realizacdo dos testes estatisticos, os graus foram

agrupados (0com1e 2 e 3 com 4), quando apropriado.
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Quando areas de graduacao diferente encontraram-se presentes na
mesma nheoplasia, a area de maior grau histologico foi a escolhida para

representar o caso.

3.4. Construcdo das micromatrizes teciduals (Tissue microarray TMA)

Os procedimentos de confeccéo do bloco TMA bem como as reacdes
imuno-histoquimicas e contagem de células foram realizados no LIM14-
Patologia hepéatica — FMUSP e no Laboratério de Imuno-histoquimica da

Divisédo de Patologia do Instituto Adolfo Lutz.

3.4.1 Técnica

Das laminas obtidas com cortes histolégicos coradas pelo método HE
- hematoxilina-eosina foram apontadas areas de interesse para posterior
confeccédo dos blocos de TMA. Pontos com cores diferentes discriminaram o
tumor primério e o tecido ndo neoplésico, com ou sem cirrose.

Conforme metodologia descrita por Konnonen et al, e utilizando
equipamento MTA1 (Manual Tissue Microarrayer, Beecher Instruments,
EUA), foram confeccionados blocos de TMA com agulhas de 1,0 milimetro
de diametro para extracdo dos cilindros teciduais dos blocos doadores os
quais foram dispostos nos blocos receptores com espacamento de 0,3

milimetro (Konnonen et al., 1998).
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Para efeito de orientacdo de posicdo, na primeira linha horizontal
foram dispostos tecidos controles obtidos de necropsia (rim ou pulmao) e na
altima linha abstiveram-se dois cilindros visando garantir assimetria
geomeétrica e posicional para determinacédo inequivoca do comeco do bloco.

Os blocos receptores foram confeccionados com parafina Histosec
em pastilhas (Merck, EUA) de elevada pureza a qual garante a execucao de
cortes histolégicos delgados e homogéneos, além de evitar possiveis
rachaduras no ato da perfuracéo da agulha.

Cada caso foi representado em duplicata tanto em relacao ao cilindro
correspondente de uma amostra quanto para o bloco de TMA, processo
realizado simultaneamente na confecc¢éo do bloco TMA.

Por tratar-se de sistema de orientagdo matricial, previamente a
confeccdo dos blocos elaborou-se planilha em Excel (planilha “mapa”)
(Microsoft Office 2003, EUA) contendo os numeros correspondentes dos
blocos designando para cada posicdo o respectivo caso contido com a
finalidade de posterior registro dos resultados.

Visando a evitar perdas inerentes a necessidade de se aparar o
bloco de parafina, foi efetuada sessdo uUnica de microtomia, na qual foi
obtida, por bloco de TMA, média de 50 a 70 seccdes. Estas foram dispostas
em laminas silanizadas, submetidas a banho de parafina e arquivadas em
caixa escura em freezer -20 °C visando a preservacao da antigenicidade das
amostras (DiVito et al.,2004) para posterior utilizagdo no momento da

execucao das reacdes imuno-histoquimicas.



26

3.4.2 Corte dos blocos TMAS

Os blocos foram cortados em micr6tomo com espessura de 3 uM,
50 a 70 laminas numeradas consecutivamente. As laminas de numero 11, 26
e 41 foram coradas pela hematoxilina e eosina (HE), e avaliadas quanto ao
percentual de posices ndo informativas (aquelas em que o material de
interesse ndo aparece representado), possibilitando a escolha das laminas
mais representativas, as quais foram submetidas as técnicas de imuno-
histoquimica (IHQ).

O processo histologico para confeccao de bloco TMA esta resumido

na figura 4.
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Figura 4: Sequéncia para elaboracdo de micromatriz tecidual



3.5. Ensaios Imuno-Histoquimicos

3.5.1 Anticorpos primarios - Padronizacdo dos ensaios

Foram

utilizados

anticorpos

primarios

monoclonais
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e

policlonais dirigidos contra antigenos especificos em condi¢des ideais do

ensaio para cada um dos antigenos pesquisados. Foram avaliadas diversas

combinacdes de varidveis envolvidas na execucdo das reacdes imuno-

histoquimicas, tais como; titulo dos anticorpos primarios, recuperacao

antigénica e sistema de deteccéo.

Tabela 1. Condi¢cbes padronizadas para os anticorpos p53, Bax, citocromo ¢

e Caspase 3 clivada.

Anticorpo Clone
P53 DO7
Bax N20
Caspase 3 SP175
clivada

Citocromo ¢ (A8)mono

Fabricante Cdédigo

Dako M7001
Santa Cruz SC 493
Cell 96614

signaling

Santa Cruz SC12156

Titulo

1:1000

1:300

1:100

1:20000

Rec
Antigénica
Pv pH:6,0
Pv pH:6,0

Pv pH:6,0

Pv pH:6,0

Deteccao

Novolink

Novolink

Novolink

Novolink

PV: Panela a vapor
Mono: monoclonal

3.5.2. Técnica

Em linhas gerais, este método compreende as seguintes etapas;
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Desparafinizacao das laminas de TMA

- Xilol a 60° C por 20 min;

- Xilol a temperatura ambiente por 20 min;
- Etanol 100% 3 vezes 30 segundos;
Hidratacao dos cortes

- Etanol 95% 30 seg;

- Etanol 80% 30 seg;

- Etanol 70% 30 seg;

- Lavar as laminas em agua corrente e destilada;

Recuperacdo Antigénica

Incubacao das laminas em solucdo de acido citrico 10 mM pH 6,0 (Merck,
E.U.A)) fervente em panela a vapor, por 40 min. Esfriar sob agua corrente,
abrir a tampa da panela e deixar esfriar a temperatura ambiente por 20 min.
Lavagens em agua corrente e agua destilada.

Bloqueio de peroxidase endégena

- Mergulhar as laminas em H202 6% e metanol Wv com 3 trocas de 10 min;
- Lavar em agua corrente e destilada;

- Lavar com solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS) 10 mM,

pH= 7,4 por 5 min.

Anticorpos primarios

- Diluidos os anticorpos primarios em tampao PBS contendo
albumina bovina 1% (BSA) (Sigma, A9647, EUA) e azida sodica

(NaN3) 0,1%, nos titulos previamente estabelecidos;



- Incubacéo por 30 min & 37°C e por 18 hs a 4°C em camara Umida;
- Lavagem em tampéo PBS com 3 trocas de 3 min.

Anticorpos secundarios/Sistema de amplificacdo do Sinal

- Incubacao com o bloqueador pés-primario (Post Primary Block,
NovoLink Max Polym er Detection System, Newcastle, Reino
Unido), por 30 min a 37°C;

- Lavar em tampéao PBS com 3 trocas de 3 min;

- Incubar com polimero Novolink (Novocastra), por 30 min a 37°C;

- Lavar em tampé&o PBS com 3 trocas de 3 min.

Revelacdo com cromégeno

- Incubar as laminas, por 5 min, a 37°C e ao abrigo da luz, em
solucéo contendo substrato cromogeno assim preparada: 100 mg%
de 3,3’ tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) (Sigma, D-
5637, EUA), 1 ml dimetilsulféxido (DMSO), 1 ml de H202 6%, 100
ml de PBS;

Contra-coloracao

- Mergulhar as laminas em solucdo de Hematoxilina de Harris por 30 seg;

- Lavar em &gua corrente e destilada;

- Imergir por 2 vezes em solucao de hidréxido de amdnio 0,5%,
lavando em seguida em agua corrente e destilada;

- Desidratar as laminas em sequéncia de concentracfes crescentes
de etanol (50%, 80%, 95%, 100%, 3 vezes de 30 seg

cada) e xilol (4 vezes de 30 seg cada);

29
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- Montagem das laminas com laminula e Entellan (Merck, 1.07961,

Alemanha).

3.5.3 Controles positivos e negativos utilizados durante os ensai0os

imuno-histoquimicos

Os controles utilizados na reacdo imuno-histoquimica para as
proteinas estudadas compreenderam um controle positivo e um controle
negativo. As condicdes de ensaio dos anticorpos foram as mesmas
previamente descritas, exceto para o controle negativo, para o qual se omitiu
a etapa do anticorpo primario, sendo efetuados todos os demais
procedimentos imuno-histoquimicos

Foram utilizados como controles positivo 0s seguintes tecidos:
adenocarcinoma mamario para a proteina p53, tonsila palatina para as

proteinas Bax , Caspase 3 clivada e citocromo c.

3.5.4 Avaliacao daimunorrestividade imuno-histoguimica

As andlises de todas as reacdes imuno-histoquimicas foram
realizadas conjuntamente pelo autor e pelo Dr. Iberé Cauduro Soares, LIM
14 , Patologia Hepatica, HC-FMUSP.

Nas células neoplasicas das amostras de carcinoma hepatocelular, foi

considerada como relevante a coloracdo acastanhada nuclear para a
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proteina p53, citoplasmatica para a proteina Bax e Citocromo c. Estas foram

avaliadas de forma semiquantitativa, seguindo a seguinte escala:

1
o
I

auséncia de imunorreatividade

1
[
I

imunorreatividade entre 1 e 10% das células neoplasicas;
- 2+ = imunorreatividade entre 11 e 25% das células neoplasicas;
- 3+ = imunorreatividade entre 26 e 50% das células neoplasicas;

- 4+ = imunorreatividade entre 51 e 100% das células neoplasicas.

Quando apropriado, durante a realizacdo dos testes estatisticos, as classes
de imuno-expressdo foram agrupadas: 0 com 1 e com 2 (até 25%),
considerados “ negativos ou de baixa expressao” versus 3 com 4 (>25%)

,considerados “positivos ou de alta expressao”.

3.6. Indice de células em fase final da apoptose (“indice apoptoético”)

mediante imunodeteccdo de caspase-3-clivada

O estudo do indice apoptotico pela reatividade da caspase teve
diversas peculiaridades :

Procedeu-se a contagem de células e fragmentos celulares em
laminas coradas pela imuno-histoquimica para anticorpo anti-caspase 3
clivada através da contagem global de cada cilindro em aumento de 200X.

Foram também contados o numero total de células neoplasicas de

cada cilindro em fotos cobrindo a &rea total dos cilindros,(aumento de 400X).
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O indice apoptético (apoptose), representando a fracdo de células em
fase final da apoptose marcadas por sua imunorreatividade para caspase 3
clivada foi obtido da razdo entre o nimero de células e fragmentos celulares
imunorreativos para caspase 3 clivada e o numero total de células
neoplasicas de cada cilindro, o qual foi normalizado para 1000 células pela
multiplicacéo por 1000.

Adicionalmente, apenas para a apoptose, analisamos também as
amostras de figado ndo-tumoral, disponiveis em 52 dos casos de carcinoma
hepatocelular aqui estudados, dezessete em casos sem cirrose e 35 em

casos com cirrose.

3.7 Anadlises empreendidas e testes estatisticos

A comparacdo entre as variaveis foram realizadas pelos testes néo
paramétricos de distribuicbes de variaveis continuas (apoptose e tamanho
do tumor priméario) através dos modelos de Mann Whitney, Krushkal Wallis e
Wilcoxon, pelo método de qui-quadrado de Pearson e pelo teste exato de
Fisher quando apropriado.

Os testes estatisticos foram realizados sob supervisdo do Dr. Kléber
Simbes do Espirito Santo - LIM-14, HC-FMUSP, com o software SPSS
versdo 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) e os resultados foram considerados

significativos ao nivel de p<0,05.
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4- RESULTADOS




4.1 Descricdo dos aspectos clinicos e andtomo-patol 6gicos

Cinquienta e nove (74,7%) amostras foram obtidas de pacientes
portadores de CHC do género masculino e 20 (25,3%) do género feminino,
com idade ao diagnostico de 53,3 + 17,38865 (média + D.P.) e extremos de
7 a 80 anos.

Cingiienta e uma (66,3%) amostras demonstravam presenca de
cirrose hepatica e 26 (33,7%) ndo. Em dois casos nao foi possivel obter
informacado quanto a presenca ou ndo de cirrose hepatica.

O exame anatomopatoldgico macro e microscopico continha informes
sobre invasao vascular em 76 casos. A invasao foi identificada em 37
(48,7%) amostras, ndao havendo tal invasdo em 39 (51,3%) amostras.

O tamanho do tumor variou de 0,5 cm a 24 cm com média 8,87cm+
6,77 e mediana 6,5 cm. Em 9 casos nédo foi possivel obter informacédo
guanto ao tamanho do tumor.

De acordo com a classificacdo de Edmondson-Steiner, a presente
série apresentou: 1 caso (1,4%) grau I, 16 (20,6%) grau Il, 57 (71,5%) grau
Il e 5 (6,5%) grau IV. O agrupamento dos casos resultou, entdo, em 17
casos bem/moderadamente dferenciados (graus | e Il) e 62 casos pouco

diferenciados (graus Il e V).



35

Tabela 2 — Grau de Edmondson-Steiner

Grau Edmondson-Steiner. Ne %
1 1 1,4

2 16 20,6

3 57 71,5

4 5 6,5

Total 79 100,0

Grau 1: Tumores bem diferenciados com trabeculacéo delicada. Grau 2: Estrutura trabecular basica mantida, com
aparecimento de estruturas acinares ou glanduliformes e eventualmente areas papilares. Os nlcleos apresentam
um grau maior de atipia quando comparados ao grau 1. Grau 3 Aumento da atipia nuclear, com presenca de
multiplos nucléolos, areas com perda do arranjo trabecular e presenga de células gigantes. Grau 4: Padréo solido

ou medular de crescimento, as células ndo séo coesas, mostrando formas bizarras e a situagdo mais freqiiente é
que haja dificuldade em firmar a linhagem hepatocelular da neoplasia.

4.2 Descricdo dos achados imuno-histoquimicos de proteinas

relacionadas a apoptose

4.2.1 Imuno-expressio da proteina Caspase 3 clivada Indice apoptético

A imuno-expressao de caspase 3 clivada nas amostras de CHC gerou
o indice apoptdtico (apoptose) que variou de 0 a 209 com média 3,6 e desvio
padrdo 8,3 por 1000 células. Destaque-se o fato de 36 casos existirem, no
maximo, apenas 1 corpo apoptotico marcado pela caspase 3 clivada a cada
mil células neopléasicas e no outro extremo um caso ter apresentado 209

corpos apoptéticos por 1000 células.
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Tabela 3. Distribuicdo da imuno-expressao da caspase 3 clivada gerando o
indice apopto6tico has amostras de CHC

N° corpos /1000 células N° de casos %
0-1 36 47,4
2-10 07 9,1
>10 33 43,5
Total 76 100,0

A imuno-expressdo de Caspase 3 clivada avaliada no presente

estudo pode ser vista na figura 5.

Figura 5. Padrées de imuno-expresséo de Caspase 3 clivada
A) Auséncia de células neoplasicas reativas para Caspase 3 clivada neste campo
B) Positividade para Caspase 3 clivada em 5 células neste campo microscopico

4.2.2 Imuno-expressao da proteina p53

Os resultados de imunorreatividade para a proteina p53 sdo expostos
na tabela 4, onde encontramos 24 casos negativos (31,1%) ; 1+: imuno-
expressao menor que 10% de células em 26 (33,8%) dos casos ; 2+: imuno-

expressao entre 10-25% das células em 7 (9,1%) dos casos; 3+: imuno-
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expressao entre 25-50% das células em 7 (9,1%) dos casos; 4+: imuno-
expressdo igual ou maior que 50% das células em 13 (16,9%) dos casos.
Dois casos nao foram validos para esta analise (fragmentos néo

representados no corte correspondente no TMA)

Tabela 4 — Imuno-expressédo de p53

P53 Ne %
Negativo 24 31,1
1+ 26 33,8
2+ 7 9,1
3+ 7 9,1
4+ 13 16,9
Total 77 100,0

A auséncia de imuno-expressdo para proteina p53 avaliada no

presente estudo é representada na figura 6.

Figura 6. Padrao de imuno-expressao negativa para a
proteina p53 em amostra de tecido ndo-neoplasico
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Fotomicrografias de casos representativamente negativos e positivos

para a proteina p53 avaliados no presente estudo (figura 7).

Figura 7. Padrbes de imuno-expressao para a proteina p53
A)Caso negativo e CHC grau histolégico II. B) Caso positivo e CHC
grau histol6gico 1V

4.2.3 Imuno-expressao da proteinaBax

Os resultados de imunorreatividade para a proteina Bax estéo
expostos na tabela 5, onde encontramos negatividade em 19 casos (24,4%)
; 1+: imuno-expressao menor que 10% de células em 15 (19,2%) dos casos ;
2+: imuno-expresséao entre 10-25% das células em 8 (10,2%) dos casos; 3+:
imuno-expressado entre 25-50% das células em 17 (21,8%) dos casos; 4+:
imuno-expressao igual ou maior que 50% das células em 19 (24,4%) dos
casos. Um caso ndo foi valido para esta andlise (fragmentos nao

representados no corte correspondente no TMA).



Tabela 5— Imuno-expresséo de Bax
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Bax N° %
Negativo 19 24,4
1+ 15 19,2
2+ 8 10,2
3+ 17 21.8
4+ 19 24,4
Total 78 100,0

Fotomicrografias de caso representativamente negativo para a

proteina Baxavaliado no presente estudo (figura 8).

Bax em caso de CHC

Figura 8. Padrdo de imuno-expressao negativo para a proteina

Fotomicrografias de casos representativamente negativos, positivos e

grau histologico de Edmondson-Steiner para a proteina Bax avaliado no

presente estudo (figura 9).



Figura 9. Padrdes de imuno-expressao para a proteina Bax
A) Reacao negativa em CHC grau histoldgico lll. B) Reacéo positiva em CHC
grau histologico 1l

4.2.4 Imuno-expressao da proteina Citocromo ¢

Os resultados de imunorreatividade para citocromo ¢ estdo expostos
na tabela 6, onde encontramos; negatividade em 03 casos (3,8%); 1+:
imuno-expressdo menor que 10% de células em 05 (6,3%) ;
2+: imuno-expressao entre 10-25% das células em 02 (2,5%) dos casos;
3+: imuno-expressao entre 25-50% das células em 03 (3,8%) dos casos;
4+: imuno-expressao igual ou maior que 50% das células em 66 (83,5%) dos

casos.



Tabela 6 — Imuno-expresséo de citocromo ¢
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Citocromo ¢ N %
Negativo 03 3,8
1+ 05 6,3
2+ 02 2,5
3+ 03 3,8
4+ 66 83,5
Total 79 100,0

Fotomicrografias de caso

citocromo c avaliado no presente estudo (figura 10).

representativamente negativo para

Figura 10: Padrdo de imuno-expressao negativo para

citocromo ¢ em amostras de tecido ndo-neoplasico.

Fotomicrografias de casos representativamente negativos e positivos

para citocromo c avaliado no presente estudo (figura 9).
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Figura 11. Padrbes de imuno-expressao para Citocromo c A) aso negativo
em CHC grau histologico Il B) Caso positivo em CHC grau histologico IV .

4.3 Relacao entre as variavei s imuno-histogquimicas e clinico-patol égicas

4.3.1 Parametros clinico-patol 6gicos e apoptose

4.3.1.1 Avaliacdo da associacao entre apoptose e género

N&o houve diferengca estatisticamente significativa entre a
positividade da proteina Caspase 3 clivada, a qual representa um produto
final da ativacdo dos processos que conduzem a apoptose gerando o indice

apoptotico, conforme o género.



Tabela 7: Apoptose e género (sexo)

Feminino Masculino Total
M (%) M (%) M (%)
0 a 1 por 1000 7 (20,6) 27 (79,4) 34 (100)
Apoptose 2a10 2 (28,6) 5 (7L,4) 7 (100)
>10 9 (30,0) 21 (70,0) 30 (100)
Total 18 (25 4) 53 (74,6) 71 (100)

(p=0,674, Pearson Chi-Square)

4.3.1.2 Comparacao da apoptose na neoplasia e em tecido n&o tumoral

As amostras de tecido tumoral apresentaram indice apoptotico
quase 3 vezes maior do que no tecido hepético ndo tumoral (p= 0,01,

Wilcoxon), com média 3,642 + ,8,3457 no tecido tumoral Vs 0,965 + 3,09 no

tecido ndo neopléasico (cirrético ou normal) (p=0,01, Wilcoxon).

Tabela 8 — Apoptose no tumor e amostra ndo-neoplasica

Tecido ndo
Tecido Tumoral neoplasico
Frequéncia (%) Frequéncia (%)
0alpor 1000 36 (47,3) 45 (86,5)
. 2al0 7(09,1) 5(9,6)
validos 19 33 (43.) 2(3.9)
Total 76 (100) 52 (100)
N&o Validos 3 27

Total 79 79




4.3.1.3 Avaliacdo da associacao entre apoptose nas amostras de
CHC conforme presenca ou ndo de cirrose no tecido hepético néo-

tumoral

Apesar de nao haver diferenca estatisticamente significativa entre o
indice apoptotico no CHC comparadas a presenca ou auséncia de cirrose
hepética no tecido hepatico circunjacente, 71,9% de altas taxas de apoptose
(>10 corpos apoptéticos /1000 células) foi verificado em tecido com

presenca de cirrose, contra 28,1% em tecidos com auséncia de cirrose .

Tabela 9 — Apoptose no CHC conforme presenca de cirrose no figado
circunjacente

Apoptose
0 a1 por 1000 2a10 =10 Total
M (%) M (%) M (%) M (%)
. Nio 11 (31,4) 4 (57,1) 9 (28,1) 26 (32,4)
Cirrose ; :
Sim 24 (68,6) 3 {42,9) 23 (71,9) 51 (67,6)
Total 35 (100) 7 (100) 32 (100) 77 (100)

(p=0,327, Pearson Chi-Square)
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Graéfico 1: Apoptose e presenca de cirrose
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4.3.1.4 Avaliagdo da associacao entre apoptose e invasao vascular

Em nossa série, 40% das amostras com baixo indice apoptotico

apresentavam invaséo vascular. Quando analisamos moderado e alto indice

apoptético, a invasdo vascular esteve presente em 57,1% e 51,6%,

respectivamente, mostrando ndo haver associacao significativa entre maior

indice e maior invaséo vascular.(p=0,538)

Tabela 10 — Apoptose e invasédo vascular

Apoptose
0alporl000 2a10 =10 Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
b R e N_Ecu 21 (60) 3 (42,9) 15 [484) 39 (53,4)
Sim 14 (40) 4(57,1) 16 (51,6) 34 (46,6)
Total 35 (100) 7 (100) 31 (100) 73 (100)

(p=0,538, Pearson Chi-Square)
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Gréfico 2: Apoptose e invasao vascular

4.3.1.5 Avaliacéo da associagao entre apoptose e grau de Edmondson-
Steiner
Verificamos tendéncias estatisticas ao compararmos o indice

apoptoético com os graus de Edmondson-Steiner. Quanto maior o grau, maior

foi a apoptose. (p=0,08)

Tabela 11 — Apoptose e graus de Edmondson-Steiner

Apoptose
0 a1l por 1000 2al0 =10 Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
R 1e2 11 (30,6) 2 (28,6) 3{9,1) 16 (21,1)
3e4d 25 (694) 5 {71,4) 30 (90,3) 60 (78,9)
Total 36 (100) 7 (100) 33 {100) 76 (100)

(p=0,08, Pearson Chi-Square)
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Grafico 3: Apoptose e grau de Edmondson-Steiner

4.3.1.6 Avaliacéo da associacao entre apoptose e tamanho do tumor

Em nossa casuistica, o tamanho do tumor parece nao estar
associado com a progressao do indice apoptético (9,6 cm no grupo com 0 a
1 N° corpos/1000 células, 8,5cm no grupo 2 a 10 e 5,3cm no grupo com

mais de 10 corpos apoptotico/1000 células. (p=0,35, Kruskal-Wallis).



48

25~
20
=
=]
(. JE
3
ol
=]
£ p—
£
= 10+
[
e
54 —
0=
I I |
0a1 por 1000 2a10 =10
apoptose

Gréfico 4: Apoptose e tamanho do tumor

4.3.2 Parametros clinico-patol 0gicos e p53

4.3.2.1 Avdiacdo da associacdo entre a imuno-expressdo da proteina
p53 e género
N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a imuno-

expressao da proteina p53, conforme o género.

Tabela 12 — Imuno-expresséo de p53 e Género

Feminino Masculino  Total

N (%) N (%) N (%)
i Pouco (0 / 1+ / 24) 15 (78,9) 39 (73,6) 54 (75)
' Muito (3+ / 4+) 4(211) 14 (26,4) 18 (25)
Total 19 (100) 53 (100) 72(100)

(p=0,643, Pearson Chi-Square)
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4.3.2.2 Avdliagdo da associacdo entre a imuno-expressao da proteina

p53 no CHC e presenca de cirrose

Encontramos maior imuno-expressao da proteina p53 nos casos de CHC

ocorrendo em figado cirr6tico quando comparados com as neoplasias ocorrendo

em figado n&o-cirrético (p=0,02).

Tabela 13 — Imuno-expressao de p53 e presenca de cirrose

Cirrose

Mo Sim Total

N (%) N (%) N (%)
psy  PouCO (0/1+/2+4) 22 (91,7) 34 (66,7) 56 (74,7)
Muito {3+ / 4+) 2(8.3) 17 (33,3) 19 (25,3)
Total 24 (100) 51 (100) 75 (100)

(p=0,02, Pearson Chi-Square)
p53
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Grafico 5: p53 e presenca de cirrose
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4.3.2.3 Avdiacdo da associagdo entre a imuno-expressdo da

proteinap53 e a presenca de invasdo vascular

Os resultados demonstram que 0S casos com maior imuno-

expressdo de p53 apresentavam mais frequentemente invasdo vascular.

(p=0,045)

Tabela 14 — Imuno-expressao de p53 e invaséo vascular

Invasdo Vascular

Nio Sim Total

N (%) N (%) N (%)
o Pouco (0 / 1+ [ 2+) 32 (84,2) 23 (63,9) 55 (74,3)
Muito (3+ [ 4+) 6 (15,8} 13 (36,1) 19 (25,7)
Total 38 (100) 36 (100) 74 (100)

contagem

(p 0,045, Pearson Chi-Square)
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Graéfico 6: Imuno-expessao de p53 e invasao vascular
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4.3.2.4 Avaliagao da associagéo entre a imuno-expressao de p53 e

grau de Edmondson-Steiner

Os graus 3 e 4 de Edmondson-Steiner apresentaram maior imuno-
expressdo da proteina p53. Dentre o grupo com 3+ e 4+ de positividade para
proteina p53 ndo se observaram casos com graus 1 e 2 de Edmondson

Steiner (p=0,008).

Tabela 15 — Imuno-expressao de p53 e graus de Edmondson-Steiner

Edmondson
le2 Jed Total
N (%) N (%) N (%)
psy  Pouco (0/ 1+ [ 24) 16 (100) 41 (67,2) 57(74,0)
Muito (3+/4+) 0 (0} 20 (32,8) 20(26,0)
Total 16 {100) 61 (100) 77 (100)

(p=0,008, Pearson Chi-Square)
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Gréfico 7: Imuno-expressao de p53 e grau de Edmondson-Steiner
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4.3.2.5 Avadliacdo da relagdo entre a imuno-expressao de p53 e
tamanho do tumor

Ainda que o tamanho médio dos carcinomas com positividade maior
de p53 (grupos de 3+ e 4+) tenham apresentado tamanho médio maior
(11,81cm+- 22,69cm) que 0s que apresentavam menor reatividade para p53
(8,14cm+- 14,072cm), tal indice ndo se mostrou estatisticamente significante
(p=0, 731).

Tabela 16 — Imuno-expressao de p53 e tamanho do tumor

P53 Média N Desvio Padrao
Pouco (07 1+/2+)) g 1462 52 14,0723
Muito (3+/ 4+) 11,8111 18 22,6988
Total 90,0886 70 15,6107

(p=0,731, Mann-Whitney)

25+

I
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Gréfico 8: Imuno-expressédo de p53 e tamanho do tumor
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4.3.3 Parametros clinico-patol 0gicos e Bax

4.3.3.1 Avaliacdo da associacao entre a proteina Bax e género

N&do houve associacdo estatisticamente significativa entre a imuno-

expressao da proteina Bax conforme o género.

Tabela 17 — Imuno-expresséo de Bax e género

Feminino Masculino Total

N (%) N (%) N (%)
il Pouco {0/ 1+ / 24) 11 (55,0) 28 (52,8) 39(534)
Muito (3+/4+) g (45,0) 25 (47,2) 34 (46,6)
Total 20 (100) 53 (100) 73 (100)

(p 0,868, Pearson Chi-Square)

4.3.3.2 Avaiacao da associacao entre a proteina Bax no CHC e presenca
decirrose

Os valores das classes de imuno-expressdo de Bax tiveram valores
semelhantes (51% no agrupamento de 0,1 e 2+ e 49% no agrupamento de 3 e 4+),
nao sendo observada associagao estatisticamente significativa entre a imuno-

expressdo de Bax e a presenca ou auséncia de cirrose hepatica.

Tabela 18 — Imuno-expressao de Bax e presenca de cirrose

Cirrose
MNao Sim Taotal
N (%) M (%) M {%)
BAX Pouco {D}r 1+,J'2+} 15 (60) 26 (51) 41(53,9)
Muito (3+/ 4+) 10 (40) 25 (49) 35(46,1)
Total 25 (100) 51 (100) 76 (100)

(p=0,459, Pearson Chi-Square)
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Gréfico 9: Imuno-expresséo de Bax e presenca de cirrose

4.3.3.3 Avaliagdo da associagao entre a proteina Bax e invasio vascular

N&o houve associacao estatisticamente significativa entre a imuno-

expressao de Bax e a presenca de invasédo vascular.

Tabela 19 — Imuno-expressao de Bax e invaséo vascular

Invas3do Vascular

MNio Sim Total

N (%) N (%) N (%)
gay  Pouco(0/1+/24) 18 (46,2) 23 (63,9) 41(54,7)
Muito (3+/ 4+) 21 (53,3) 13 (36,1) 34 (45,3)
Total 39 (100) 36 (100) 75 (100)

(p=0,123, Pearson Chi-Square)
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Gréfico 10: Imuno-expresséo de Bax e invaséo vascular
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BAX
B Fouco (0,1+,2+)
B Muito (3+ 4+)

4.3.3.4 Avaliacdo da associacdo entre a proteina Bax e grau de

Edmondson-Steiner

N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre o grau de

Edmondson-Steiner e a imuno-expressao da proteina Bax.

Tabela 20 — Imuno-expressao de Bax e graus de Edmondson-Steiner

Edmondson
le2 Jed Total
N (%) N (%) N (%)
X Pouco [0/ 1+ / 24) g{52,9) 33 (54,1) 42(53,8)
Muito {3+ / 4+) 8 (47,1) 28 (45,9) 36 (46,2)
Total 17 (100) 61 (100) 78 (100)

(p=0,933, Pearson Chi-Square)
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Gréfico 11: Bax e grau de Edmondson-Steiner

4.3.3.5 Avaliacao da associacéo entre a proteina Bax e tamanho do

tumor

Neoplasias maiores apresentaram tendéncia a maior imuno-

expressao de Bax com tamanho médio maior (10,33cm £ 16,98cm) no

grupo de 3 e 4+ de positividade de Bax comparados com o tamanho médio (

7,92cmz+ 16,19cm) no grupo de 0,1 e 2+ de positividade de Bax (p=0,096).

Tabela 21 — Imuno-expressao de Bax e tamanho do tumor

BAX Meédia N Desvio Padrdo
Pouco (0 J1+/ 2+) 759237 38 16,19377
Muito (3+ / 4+) 10,3364 33 16,98346
Total 59,0451 71 16,49053

(p=0,096, Mann-Whitney).



57

26—

Tamanho tumor

I I
Pouceo (01+2+) Muito (3+ 4+)

BAX

Grafico 12:Imuno-expresséo de Bax e tamanho do tumor

4.3.4. Parametros clinicopatol 6gicos e Citocromo ¢
4.3.4.1 Avaliacdo da associacao entre citocromo C e género (sexo)
N&o encontramos diferencas estatisticamente significativa entre a

imuno-expressao de citocromo ¢, conforme o género.

Tabela 22 — Imuno-expresséao de Citocromo c e género

Feminino Masculino Total

M (%) N (%) N (%)
i e Pouco (0 / I+f’2_+} 4 (20) 6(11,1) 10 (13,5)
Mufto (3+ ,-"-’-I-+_} 16 (80) 48 (88,9) B4 (86,5)
Total 20 (100) 54 (100) 74 (100)

(p=0,321, Pearson Chi-Square)
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4.3.4.2 Avaliacdo da associacdo entre a proteina citocromo c no CHC ea
presencade cirrose

Na presente casuistica, a superexpressao de Citocromo c¢ (3 e 4+) foi
detectada em 94,1% dos CHC com informe de cirrose, e em 73,1% dos casos de
CHC sem cirrose, evidenciando a forte associacdo entre a superexpressédo de

citocromo c e presencga de cirrose (p=0,009).

Tabela 23 — Imuno-expresséo de Citocromo ¢ e presenca de cirrose

Cirrose
Nio Sim Total
M (%) M (%) M (%)
P I PDUCF} 0/f1+/ 24} 7 (269) 31(5,9) 10 (13)
Muito (3+ / 4+) 19(73,1) 48 (94,1) 67 (87)
Total 26 (100) 51 (100) 77 (100)
(p=0,009, Pearson Chi-Square)
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Gréfico 13: Imuno-expressédo de Citocromo c e presenca de cirrose
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4.34.3 Avdiacdo da reacdo entre a imuno-expressdo de

citocromo ¢ e invasao vascular

Com invasao ou sem invasao vascular, os valores de imuno-

expressdo de citocromo ¢ mantiveram-se semelhantes entre si, nao

evidenciando associacdo estatisticamente significativa entre estas variaveis.

Tabela 24 — Imuno-expresséo de Citocromo ¢ e invaséo vascular

Invasdo Vascular

Mao Sim Total

N (%) N (%) N (%)
e Pauc? (0/1+/2+) 5(12,8) 5(13,5) 10 (13,2)
Muito (3+ [ 4+) 34(87,2) 32 (86,5) 66 (86,8)
Total 34 {100) 37 {100) 76 (100)

(p=0,929, Pearson Chi-Square)
CitozromoC
30— B Pouco (0,1+2+)
B Muito (3+ d+)
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Grafico 14: Citocromo ¢ e invasdo vascular
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4.3.4.4 Avaliacdo da relacéo entre a expressao de citocromo c e

grau de Edmondson-Steiner

N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre o grau de

Edmondson-Steiner e a imuno-expressao de citocromo c.

Tabela 25 — Imuno-expresséo de Citocromo ¢ e Graus de Edmondson - Steiner

Edmondson
le2 Jed Total
N (%) N (%) N (%)
2 R Pouco (0 / 1+/ 2+4) 2 (11,8) a(12,9) 10 (12,7)
Muito (3+ [ 4+) 15 (88,2) 54 (87,1) 69 (87,3)
Total 17 (100) 62 (100) 79 (100)
(p=0,9, Pearson Chi-Square)
40 — CitocromoC

B Pouco {01+ 2+)
B Muito (3+ 4+)

30—

20—

contagem

1and?2 Sand4
Edmondson

Grafico 15: Imuno-expressédo de Citocromo c e grau de Edmondson
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4.34.5 Avadliacdo da associacdo entre a proteina citocromo c e

tamanho do tumor

A média de tamanho do tumor manteve-se praticamente igual em
relacdo a baixa e superexpressdo de citocromo c¢ (8,60cm£7,58cm no
agrupamento 0,1 e 2+ Vs 8,98cm+17,45cm no agrupamento 3 e 4+), nao

representando significancia estatistica (p=0,519, Mann Whitney).

Tabela 26 — Imuno-expresséao de Citocromo ¢ e tamanho do tumor

Citocromo C Media N Desvio Padrdo
Pouco (0 / 1+/2+) 8,6000 10 7,58581
Muito (3+ J-"d1\+} 38,9871 62 1745264
Total 28,9333 i2 16,40142

(p=0,519, Mann Whitney)
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Gréfico 16: Imuno-expresséao de Citocromo c e tamanho do tumor
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4.4 Relacao entre as distribuigdes das variavei s imuno-histoquimicas

4.4.1 Avaliacdo da associagdo entre apoptose e imuno-expressio da

proteinas p53

No agrupamento adotado neste estudo (0,1 e 2+ versus 3,4+) nao

encontramos associagao estatisticamente significante.

Tabela 27 — Apoptose e imuno-expressao de p53

Apoptose
0 a1 por 1000 2alo =10 Total
N (%) M (%) M (%) N (%)
- Pouco [0/ 1+/ 2+4) 29 (80,6) 5(83,3) 22 (66,7) 56 (74,7)
Muito (3+ [ 44} 7{19.4) 1(16,7) 11 (33,3) 19 (25,3)
Total 36 (100) 6 (100) 33 (100) 75 (100)
(p=0,365, Pearson Chi-Square)
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Grafico 17: Apoptose e imuno-expressao de p53
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4.4.2 Avaliacdo da associacdo entre apoptose e imuno-expressao da

proteinas Bax

N&o houve associacdo estatisticamente significativa entre o indice

apoptético e imuno -expressao da proteina Bax.

Tabela 28 — Apoptose e imuno-expressao de Bax

Apoptose

0 a 1 por 1000 2aio0 =10 Total

N (%) N (%) N (%) N (%)
o Pouco (0 / 1+/ 24) 19 (52,8) 3 (42,9) 18 (54,5) 40 (52,6)
Muito (3+ / 4+) 17 (47,2) 4 (57,1) 15 (45,5) 36 (47,4)
Total 36 (100) 7 (100) 33 (100) 76 (100)

(p=0,853, Pearson Chi-Square)
30 = p53
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Gréfico 18: Apoptose e imuno-expressao de Bax



4.4.3 Avaiacdo da associacdo entre o indice apoptotico e imuno-

expressao da proteina citocromo ¢

N&o houve associacdo estatisticamente significativa entre o indice
apoptético e imuno-expressao da proteina citocromo c, ndo correlacionando

maior imuno-expressao de citocromo ¢ e maior indice apoptético.

Tabela 29 — Apoptose e imuno-expressao de Citocromo ¢

Apoptose
0a1 por1000 2a10 >10 Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
| Pouco (04147241 o1 150 9 5(714)  21(B33) 47 (B1.8)
citocramao c
Muitn (3+7 4+) 15 (41.7) 2(28.6) 12(3BA)  29(38.7)
Total 36 (100) 7 (100) 33 (100) _ 76 (100)

(p=0,777, Pearson Chi-Square)
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Grafico 19: Apoptose e imuno-expressao de Citocromo ¢
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4.4.4 Avaliacéo da associacdo entre a imuno-expressao das proteinas

Bax e p53

N&o foram encontradas associacdo estatisticamente significativas
entre a distribuicdo da imuno-expressdo de p53 quando comparado com a
imuno-expressao da proteina Bax. Encontramos maior superexpressao de
p53 em relacdo a superexpressao de Bax, havendo inclusive tendéncia a

relacdo inversa.

Tabela 30 — Imuno-expressao de Bax e p53

P53
Pouco [0/ 1+ / 24) Muito (3+/ 4+) Total
N (%) N (%) N (%)
i Pouco (0 / 1+ /2+) 27 (48,2) 14 (70) 41 (53,9)
Muito (3+/ 4+) 29 (51,8) 6 (30) 35 [46,1)
Total 56 (100) 20 (100) 76 (100)

(p=0,093, Pearson Chi-square)

P53,
W Pouco (0,1+2+)
B Muito {3+ 4+)

contagem

Pouco (0,1+ 2+) Muito (3+ 4+)
BAX

Grafico 20: Imuno-expressao de Bax e p53
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4.4.5 Avaliacdo da associacdo entre a imuno-expressao das proteinas

p53 e Citocromo ¢

A superexpressdo de citocromo c¢ foi acentuada no grupo de
superexpressao de p53. Todos os 20 casos com expressao graus 3 e 4+
para proteina p53 apresentaram forte reatividade para proteina citocromo c.
Por outro lado, apenas 47 (82,5% dos 57 casos com reatividade baixa para

p53 mostraram forte reatividade para citocromo c.

Tabela 31 — Imuno-expressao de p53 e Citocromo ¢

Citocromo C
Pouco (0 / 1+ / 24) Muito (3+/ 4+) Total
N (%) N (%) N (%)
. Pouco (0 [ 1+ /2+) 10(17,5) 47 (82,5) 57(100)
Muito (3+/ 4+) 0 {0) 20 (100) 20 (100)
Total 10 (13,0) 67 (87,0) 77 (100)

(p=0,045, Pearson Chi-Square)

CitocromoC
B Pouco (0,1+2+)
B Muito {3+ 4+)
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Gréfico 21: Imuno-expressao de p53 e Citocromo ¢
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4.4.6 Avaliacdo da associacdo entre a imuno-expressao das proteinas

Bax e Citocromo ¢

N&o houve associagdo estatisticamente significativa entre a imuno-
expressdo de Bax quando comparado com a imuno-expressao da proteina

citocromo c.

Tabela 32 — Imuno-expressao de Bax e Citocromo ¢

Citocromo C
Pouco [0/ 1+ [ 24) Muito (3+/ 44) Total
N (%) N (%) N %)
- Pouco (0 / 1+ /2+4) 6 (66,7) 36(52,2) 42 (53,8)
Muito (3+/ 4+) 3(33,3) 33 (47,8) 36 (46,2)
Total 9 (100) 69 (100) 78 (100)
(p=,412, Pearson Chi-square)
40 CitocromoC
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Grafico 22: Imuno-expressao de Bax e Citocromo ¢
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5- DISCUSSAO
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O Carcinoma hepatocelular corrresponde a 80% a 90% das

neoplasias malignas primarias do figado (Lau, et al., 2008). Atualmente, é
um dos tumores malignos mais comuns em todo o mundo, com mais de
500.000 novos casos diagnosticados anualmente, sendo a terceira principal
causa de morte relacionada a neoplasias (Narciso et al., 2006; Wu et al.,
2006).
Como muitos outros tumores, o0 desenvolvimento do carcinoma
hepatocelular ocorre através de um processo com varias alteracdes
gendmicas e epigenéticas que regulam a expressao de genes, levando a
ativacdo de oncogenes, rearranjos cromossémicos e inativacdo ou perda de
genes supressores tumorais (But et al, 2008; Tischoff et al., 2008).

A determinacdo dos genes possivelmente envolvidos na fisiopatologia
do CHC pode ser util ndo s6 na identificacdo de marcadores da doenca
como de possiveis alvos terapéuticos.

Em nosso estudo, correlacionamos a expressao de proteinas da via
intrinseca de apoptose mediada pelo gene p53 (via mitocondrial) em
amostras de tecido hepatico neoplasico com as variaveis clinico-patolégicas
obtidas dos laudos anatomo-patologicos destes pacientes, bem como o
indice apoptético nestes tecidos e em tecido ndo neoplasico , merecendo
destaque a comparacédo entre aqueles que incidem em figados com ou sem

cirrose.
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51. P53 no carcinoma Hepatocdular e em condigdes

relacionadas

O gene p53 tem importancia critica na carcinogénese, entretanto o
papel preciso de sua expressdo alterada em diferentes etapas ainda é
incerto (Bitomsky & Thomas G., 2009).

Pelo fato de a meia-vida desta proteina selvagem {wild-type) ser
curta, aproximadamente 20 minutos, sua deteccdo imuno-histoquimica é
guase sempre relacionada as formas mutadas (May et al.,1999).

Nesta investigacdo, nos propusemos a investigar a imunoexpressao
de p53 e de proteinas relacionadas a via mitocondrial da apoptose em uma
série de casos de CHC.

A prevaléncia de casos com imunoexpressdo da proteina p53 em
mais de 10% das células em nossa série foi de 35,1% (e a prevaléncia de
26% quando considerados 0s casos com imunoexpressao > 25%). Tal valor
guarda semelhangca proxima com os valores encontrados por Paiva e
colegas (2002), 35,71%, e por Alves e colegas (2004), 35,2%, em
populacdes brasileiras. A literatura dos varios continentes registra valores
variados de imunoexpressdo de p53 pelo método imuno-histoquimico, entre
23,1% e 62,5% (sendo 35,1% a mediana dos valores por nés levantados nos
artigos de Moghaddam e colegas (2007), Anzola e colegas (2004), Cengiz e
colegas (2003), Marwoto e colegas @000), Itoh e colegas (2000), Qin e
colegas (997), Bourdon e colegas (995), Wee e colegas (1995), Ng e

colegas (1994), Hsu e colegas (1993) ). Tal diversidade de valores reflete a



71

diversidade das populacdes estudadas, nas quais os variados fatores
etiologicos relacionados a carcinogénese do carcinoma hepatocelular tém
peso diferenciado, como definicbes quanto ao ponto de corte para
considerar-se um caso como positivo para p53 ao nivel da imunoexpressao.

Nossos dados consolidam o achado de maior imunoexpressao de
p53 em CHC de alto grau (3 e 4 de Edmondson e Steiner), quando
comparados aos de baixo grau (p=0,008). Alves e colegas (2004) ja
encontrara associacdo semelhante estudando CHC de populacéo brasileira.
Cengiz e colegas (2003), Itoh e colegas (2000), Qin e colegas (1997), Naka
e colegas (1998), Ng e colegas (1994) e D’Errico e colegas (1994),
estudando outras populacdes também encontraram associacao parecida.

Nossa hipotese € que, a despeito das possiveis variacbes da
etiologia em jogo na carcinogénese do CHC , valores maiores de
imunoexpressdo da proteina p53 geralmente estdo associados a alto grau
histolégico. Entretanto, alguns poucos autores encontraram auséncia de
associacdo estatisticamente significante entre essas duas variaveis
(Nakopoulou e colegas., 1995; Wee e colegas., 1995), tendo Zhang e
colegas (2009) relatado associagao inversa.

Em 2003, estudando a correlacdo entre a mutacdo do gene
p53 e recorréncia do CHC FShyan et al (2003) encontraram em 79 pacientes
a distribuicdo quanto ao grau de Edmondson grau: LIEHEIV 4:30:42:3
(5.1:38.0:53.2:3.8%), sendo de iguais propor¢des neste estudo, além da

associacao clinica-patologica também semelhantes de 52 (65.8%) do sexo
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masculino e média de idade de 52.4+16.6, sendo na presente série 0s
valores de 53 (67,5%) e 53£17,3, respectivamente.

Stroescu et al (2008) encontraram positividade imuno-histoquimica
para proteina p53 em amostras de CHC em 68% dos casos; em 85,7% delas
grau histologico de acordo com Edmondson Steiner Il e IV vs 42,1% delas
grau histolégico de Edmondson Steiner | e Il, concluindo que houve alta
positividade de imuno-expressdo de p53 em células com histologia
indiferenciada (85,7 vs 42,1%) conforme os critérios de Edmondson Steiner
(graus 1ll e IV vs graus | e Il). Tal estudo e outros concluiram que canceres
com mutacdo no gene p53 tendem a ser mais agressivos e quimio-
resistentes que outros de similares tecidos expressando p53 selvagem (Tho
etal, 1993 ; Liet al, 1996; Stroescuet al, 2008).

Naquele mesmo artigo de Stroescu e colegas, os resultados de
expressdo de PCNA, VEGF, Ki67 e p53 em CHC tiveram valor prognostico
similar ao encontrado na graduacdo de Edmondson-Steiner e tamanho do
tumor. Foi também demonstrado que tumores com alto indice de PCNA e
superexpressao de p53 e VEGF tendem a ter maior risco de recorréncia.

Segundo Shi et al (2002) o grau de atipia celular (Edmondson-Steiner)
aumenta com os estagios clinicos do CHC (extensao ou diametro do tumor).

Em nossa série, também foi estatisticamente significante (p=0,02) a
associacdo entre maior imunoexpressdo da proteina p53 em CHC
relationado a figado cirrético, possivelmente indicando que as agressofes a
gue os hepatécitos estdo sujeitos durante o processo de cirrotizacao

também tém potencial de alterarem o status da proteina p53. Tretiakova e
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colegas (2010) chegaram a achado semelhante utilizando-se de metodologia
diversa, quando observaram maior expressao de RNA mensageiro do gene
p53 em CHC associados a cirrose.

Assim como Jeng e colegas (2000), também encontramos
associacdo entre maior imunoexpressdo de p53 e invasdo vascular em
nossos CHC (p=0,045). Porém, quando comparamos o tamanho dos CHC
de nossa amostra com a imunoexpressdo de p53, ndo encontramos
significancia estatistica (p=0,731). Por outro lado, Cengiz e colegas (2003),
Qin e colegas (1997) e Naka e colegas (1998) evidenciaram niveis maiores
de imunoexpressdao da proteina p53 em CHC com tamanho maior.
Acreditamos que nosso achado negativo possa estar relacionado a termos
tratado a variavel tamanho como continua, ja que pelo menos um trabalho a

estratifica utilizando 5,0 cm como ponto de corte (Qin e colegas., 1997).

5.2 A importancia da via mitocondrial da apoptose no Carcinoma

hepatocelular

Chipuk e colaboradores (2004) ja haviam comprovado
experimentalmente que a proteina p53 é suficiente para tornar ativa a
proteina Bax a qual entdo permeabiliza a mitocondria e promove o programa
apoptotico, evidenciando a importancia desta proteina na traducdo da
informacgdo gerada pelo p53 em um comando cujo resultado final € a morte

celular por apoptose, e consequentemente embasando que a via
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mitocondrial da apoptose mediada pelo p53 passa necessariamente pela

proteina Bax.

A importancia desta via de apoptose para o estudo da carcinogénese
hepatica pode ser ilustrada pelo estudo de Han e colaboradores (2007) os
quais documentaram a expressao de Bax em implantes tumorais de
carcinoma hepatocelular transplantados em camundongos nus, seja ao nivel
da expressao proteica seja ao nivel da expressao de mRNA. Estes autores
perceberam 40 % de imunoexpressdo no grupo controle de camundongos
com implantes tumorais sem tratamento quimioterapico, e, além disso,
perceberam aumento para uma expressao de até 90 % no grupo de
camundongos cujos implantes tumorais foram tratados com o quimioterapico

bufalina.

Duan e colaboradores (2005), utilizando modelo experimental animal
de carcinoma hepatocelular induzido por aflatoxina, também detectaram
aumento da expresséao protéica da proteina Bax (e também da proteina p53)

por imuno -histoquimica, durante a formacgéo do carcinoma hepatocelular.

Seguindo esta linha de raciocinio, nés estudamos a imunoexpressao
da proteina Bax em carcinomas hepatocelulares. Embora 46,2 % dos
carcinomas hepatocelulares de nossa série tenham sido positivos (>25 %
das células neoplasicas expressavam a proteina Bax), valor este que se
aproxima do valor encontrado no grupo controle de Han (2007), quando os
dados de expressdo foram confrontados com as variaveis patologicas de

cirrose prévia, invasdo vascular, grau histolégico de Edmondson-Steiner ,
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nao constatamos nenhuma associacdo estatisticamente significante, o que
nos leva a crer que apesar de uma parcela expressiva de nossa casuistica
de carcinomas hepatocelulares apresentarem niveis altos de
imunoexpressdao de Bax, tal expressdo ndo constitui um subgrupo
morfologicamente peculiar, excetuando-se uma tendéncia a associacdo com

tumores maiores (p=0,09).

Em consonancia com nossos resultados, Guo e colaboradores (2002),
também ndo encontraram associacdo entre a expressdo de Bax e as
variaveis sexo, género, diferenciacdo tumoral e estadio, ao estudarem a
expresséo de mMRNA em casuistica de carcinomas hepatocelulares
humanos. lkeguchi e colegas (2002) também nédo encontraram associacao
entre a expressao génica de Bax por PCR em tempo real e as variaveis

clinicopatoldgicas por eles estudadas.

Verificamos maior consonancia ainda entre nossos resultados e os de
Chiu e colaboradores (2003), principalmente quando associamos o fato de
nés ndo termos encontrado associacdo entre a imunoexpressado de p53 e de
Bax, uma vez que em seu artigo Chiu (2003) descreveu regulacdo elevada
de Bax nos carcinomas hepatocelulares por ele estudados, porém sem
distincdo da expressao de Bax entre o grupo imunopositivo para p53 quando
comparado com 0 grupo imunonegativo para p53. Por outro lado, Garcia e
colaboradores (2002), avaliando as variaveis sobrevida e letalidade (n&o

estudadas em nossa pesquisa), detectaram maior sobrevida e menor
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letalidade justamente nos carcinomas hepatocelulares com maior

imunoexpressao de Bax, tanto na analise univariada quanto na multivariada.

InvestigacOes acerca de Bax, sugerem-na como agente sensibilizado
por drogas quimioterapicas e indutor da apoptose (Zheng et al., 2005).

Nao encontramos na literatura informes sobre correlagdo entre os
graus de Edmondson Steiner e imuno-expressdo de Bax, ndo havendo no

presente estudo diferencas significativas.

Uma vez que a via mitocondrial da apoptose mediada pelo p53 passa
pela liberacdo do citocromo ¢ mitocondrial, Chipuk (2004), continuamos
nossa analise avaliando a imunoexpressao de citocromo ¢ em nossa Série
de casos de carcinoma hepatocelular. Quanto maior foi a imunoexpressao
nuclear da proteina p53 maior foi a imunoexpresséo de citocromo c. Embora
nao tenhamos encontrado na literatura um artigo que utilizasse metodologia
semelhante a nossa, Simbula e colaboradores (2007), trabalhando com
modelo experimental envolvendo a inducdo de apoptose em linhagens
celulares de hepatocarcinoma, verificaram dados na mesma linha dos
nossos quando demonstraram que a inducdo de apoptose pelo acido alfa-
lipoico promoveu a ativacdo de p53 e a liberagdo de citocromo c
mitocondrial. Por outro lado, Yang e colaboradores (2008), ndo chegaram as
mesmas evidéncias, pois verificaram que a alfafetoproteina modulava a via
da apoptose mitocondrial sinalizada pelo p53 justamente através da inibicao
da liberacdo do citocromo ¢ quando a pesquisaram modelo experimental em

cultivo de linhagens de hepatocarcinoma.
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5.3. Apoptose em Carcinoma Hepatocelular e em condicbes

relacionadas

No presente estudo, a apoptose foi estudada através do indice
apoptético em amostras neoplasicas e ndo neoplésicas, tanto em figados
cirroticos como nos nao cirréticos.

Os nossos dados apontam que amostras de tecido tumoral (CHC) tém
mais apoptose (média 3,642/1000 células) quando comparadas com o tecido
nao tumoral (média = 0,965/1000 células).

Peng et al (2001) compararam apoptose em CHC e em tecido nao
neoplasico cirrético, encontrando indice apoptético menores nos
Hepatocarcinomas (p < 0,001), com relacdo inversa em nosso estudo , ja
que obtivemos indice apoptoético quase 3 vezes maior no tecido tumoral
guando comparado com o tecido hepatico ndo tumoral (p=0,01). Podemos
especular como possiveis causas de tal discrepancia o uso de método
TUNEL para pesquisa de apoptose naquele trabalho, enquanto aqui o
marcador foi a imuno-expressdo de caspase-3 clivada. Talvez mais
importante seja o fato daquele trabalho abordar casuistica chinesa. Mesmo
gue nado explicitado naguele texto, precisamos levar em consideracdo que
possivelmente a participacdo causal do virus da hepatite B naquela
populacdo é muito superior & do nosso estudo, reforcando nossa idéia de
gue causas diferentes de CHC podem estar associadas a ativacao diferente

de mecanismos de carcinogénese.
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Zeng e colaboradores (2010), em recente estudo mais centrado na
angiogénese em CHC relatam, como achado secundéario, indice apoptoético
maior em amostras tumorais de casos sem presenca de cirrose. Quando
efetuamos tal comparacdo em nossa casuistica, ndo encontramos
diferencas na apoptose em CHC ocorrendo em figado cirrtico versus nao
cirrético (p=0,327).

Estudo experimental em ratos demonstrou a atividade apoptotica
gradualmente aumentada do tecido hepatico para estagio pré-neoplasico e
progredindo para Carcinoma hepatocelular (Grasl-kraupp, et al.,1997).

indices apoptéticos diminuidos podem associar-se a base do
desenvolvimento de carcinomas hepatocelulares (Rodrigues et al., 2000).

Pizem et al (2001), determinaram a atividade proliferativa e a
apoptose dos hepatocitos neoplasicos e ndo neoplasicos em 16 pacientes
portadores de CHC . Tais autores nao obtiveram diferencas entre a atividade
apoptética nos CHC em comparacdo com tecido ndo tumoral. Salientaram,
entretanto, que a deteccdo morfolégica convencional mostrou-se mais
sensivel para corpos apoptéticos que a pesquisa mediante TUNEL. De outra
parte, em trabalho de Dukers et al., 2002, foi evidenciado que 0s niveis de
positividade de caspase 3 clivada correlacionam-se fortemente com a
morfologia tipica da célula em apoptose, sugerindo a alta expressdo desta
proteina em estagios avancados da hepatocarcinogénese.

Verificamos, entdo , que os diversos estudos mostram resultados
heterogéneos, possivelmente porque refletem realidades diversas em

populacfes de sitios geograficos muito diferentes e tumores com etiologia
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variavel, sendo ainda marcante a diferenca de técnicas de avaliacdo e de
(semi)quantificacdo do indice apoptoético. Por este motivo, sendo nosso
presente trabalho baseado na imunomarcacdo de caspase-3 clivada, talvez
o melhor marcador disponivel atualmente, com amplificacdo mediante
sistema de polimeros curtos evitando reacdo com biotina endoégena e
guantificacdo com contagem de todas as células reativas da amostra ganha
especial peso no informe de que as células do CHC exibem maior indice
apoptotico que o tecido ndo neoplasico circunjacente.

O percentual relativamente baixo de CHC em cirréticos (66,3%) em
nosso trabalho decorre do fato da escolha da casuistica ter por base a
qualidade da amostra anatomopatologica, nao refletindo o conjunto
epidemiolégico em nosso meio. Varias casuisticas brasileiras ou em outros
paises revelam maior prevaléncia de CHC em cirrose (Dias, 2003).

A associacdo entre cirrose hepatica e CHC € enfatizada em muitas
publicacdes (Carrilho et al., 1993; Carrilho, 2001; Goncalves et al., 1995), e o
processo cirrético pode determinar uma condicdo pré-neoplasica
independentemente de sua etiologia (Johnson et al., 1987; Borzio et al.,
1991; Libbrecht et al., 2001), embora um possivel mecanismo de acao direta
do VHC venha sendo proposto por Sakamura et al (1995) baseado na
propriedade de transformacdo da proteina NS3 viral. Uma vez estabelecida
a cirrose, a taxa de evolucdo para o CHC é de 1% a 6% ao ano (Cottone et
al., 1994).

No Japdo, a presenca de nodulos regenerativos no figado cirrético

referidos como ndédulo macrorregenerativo ou hiperplasia adenomatosa,
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atualmente denominada de ndédulos displasicos parecem importantes na
patogénese do Carcinoma hepatocelular de acordo com Arakawu et al,
1986. Na hepatocarcinogénese do figado cirrético, muitos autores daquele
pais sugerem que os nddulos displasicos podem ser importantes etapas no
desenvolvimento do CHC (Arakawu et al.,1986 ; Kojiro et al.,1987 ; Ohta et
al.,1987).

Nossos resultados constataram que o indice apoptético nédo foi
significativamente maior nos casos em que havia presenca de cirrose
(p=0,327) .

Sun e colegas (2000) investigando a relacdo do gene p21 e apoptose
em CHC através da hibridizacdo in situ para caspase 3 ndo encontraram
relacdo desta proteina com dados clinicopatolégicos como tamanho de
tumor, sexo, idade e presenca de metastases exceto grau de diferenciacdo
(72% de moderado e alto grau de diferenciacdo apresentavam caspase 3
transcrita positiva, enquanto 38,1% dos pobremente diferenciados
expressavam caspase 3 transcrita (p < 0,05), sugerindo que caspase 3 €
correlacionada com o grau de diferenciacdo em CHC. Na presente série, 0
tamanho do tumor, sexo e idade também n&o se correlacionaram com
apoptose mas contrastou com o referido trabalho quando o indice
apoptotico, representado pela imunomarcacdo de caspase 3 clivada foi
maior nos casos com histologia indiferenciada, sem associacéo
estatisticamente significante.

Nan et al (2005) verificaram que os Hepatocarcinomas com graus de

Edmondson-Steiner avancados nao correlacionaram com indice apoptotico
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p=0,686, enquanto, em nosso estudo, tal relacdo atingiu niveis limitrofes
(p=0,08) (Nan et al., 2005).

Na China, estudando a correlacdo de invasdo tumoral e metastases
em pacientes com diagnostico de CHC, Xiao et al (2000) demonstraram a
taxa apoptotica ser menor em pacientes portadores de tais aspectos quando
comparada com pacientes sem estes achados. Em nosso estudo, nao
encontramos associacao significativa entre o indice apoptético e presenca
ou auséncia de invasao vascular.

Muitos recentes estudos mostraram que Bcl-2 e bax s&o importantes
na regulacdo da apoptose em neoplasias de préstata, mamaria e gastrica (Li
et al., 1997; Xue et al.,1999), mas nado encontra-se na literatura relagbes
entre regulacdo de genes da apoptose e indice apoptético em Carcinoma
hepatocelular ( Xu et al., 2000).

O potencial uso da caspase-3 como fator progndstico tumoral ainda
nao estd bem estabelecido nos ensaios clinicos ja realizados, embora
autores encontraram correlacdo significativa da caspase-3 com fatores
prognésticos e sobrevida (Hsia. et al, 2004).

Os resultados apresentados indicam que a perda da regulacdo da
apoptose parece ser processo importante para a progressdo do CHC, e que
pode ser resultado da mutacdo do gene p53 e seus transcritos.
Adicionalmente, sendo a resisténcia a apoptose caracteristica importante
gue diferencia os tumores que respondem dos que ndo respondem as
estratégias terapéuticas convencionais (radioterapia, quimioterapia, cirurgia,

etc.), o reconhecimento das diferencas na expressdo das proteinas
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envolvidas na apoptose pode propiciar o aparecimento de tratamentos
moleculares alvos-especificos promissores para a diminuicdo da morbidade
e mortalidade ocasionadas por essas neoplasias.

Essas evidéncias demonstram que a perda da expressao da proteina
caspase 3 esta associada a resisténcia a terapias e a apoptose em muitos
tumores sumarizando a importancia da desregulacdo deste mecanismo de
morte celular no carcinoma hepatocelular, destacando também provaveis

diferencas do mecanismo carcinogenético na presenca ou nao de cirrose.
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CONCLUSOES




1. O indice apoptoético avaliado pela quantificacdo da expressédo de
caspase-3 clivada;

a. foi significativamente superior na neoplasia que nas amostras
de tecido ndo-neoplésico.

b. nas amostras neoplasicas, 0s carcinomas com graus
histologicos maiores (g.3 e g.4) exibiram indices marginalmentes
superiores de apoptose (p=0,08).

Estas evidéncias demonstram a importancia da desregulacéo
deste mecanismo de morte celular no carcinoma hepatocelular,
com maiores indices nos casos com evidéncias de maior
gravidade.

2. A imuno-expressdo de p53 mostrou-se maior nos carcinomas
hepatocelulares de maior potencial biolégico de gravidade,
resultando significante sua associagdo com a presenca de invasao
vascular, graus histolégicos maiores. Também relevante foi sua
maior ocorréncia nos CHC em figados cirroticos.

3. A imuno-expressédo de Bax apresentou apenas uma tendéncia a
associacdo com o tamanho do tumor. A auséncia de evidéncias de
sua relacdo com todas as demais variaveis torna necessarios
outros estudos, eventualmente com usando outras técnicas para
avaliacdo das diversas etapas da expressao génica para melhor
compreensao de seu papel no desenvolvimento do carcinoma

hepatocelular.
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4. A imuno-expressdo do citocromo c no carcinoma hepatocelular
mostrou-se associada a imuno-expressao de p53, coerente com
dados de literatura que mostram papel importante do p53 na
mediacdo da expressao do citocromo ¢ na inducdo da apoptose
pela via mitocondrial. Assim como detectado com p53, a
expressao de citocromo ¢ também mostrou maior positividade no
CHC ocorrendo em figado cirrético. Tomados em conjunto, esses
achados sugerem provaveis diferencas carcinogenéticas na

presenca ou ndo de cirrose hepatica.
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ANEXOS




Principais achados de estudo individualizados por caso;

Anexo A: Dados gerais da casuistica

87

Dados clinico-patol6gicos

Tamanho
Tumor Invasao
Amostras Idade Sexo Cirrose| Grau |(cm) Vascular Etiologia
33-0261-0 61 0 0 4 9 0 ni
33-4110-0 55 1 0 3 12.5 1 2
34-6487-3 7 1 0 3 0,5 0 7
35-8112-8 11 1 0 3 4 0 2
37-9182-3 76 1 0 3 9 0 2
38-3546-4 42 1 0 3 1.0 1 7
38-7205-0 53 1 1 3 10 0 7
39-3837-9 28 0 0 3 9.0 1 2
40-1619-0 62 1 1 3 4.0 0 2
40-4914-4 64 1 1 3 2.3 0 1
41-2354-9 62 1 1 4 13,5 1 Ni
44-0588-9 65 1 1 3 1.5 0 1
44-1764-0 66 1 1 3 15 1 4
44-5261-5 73 1 1 3 4 1 1
45-3266-0 52 1 1 2 1.5 0 1
45-7081-2 64 0 1 3 3 0 7
46-7412-0a 62 0 1 3 3 0 1
46-7831-1 52 1 1 3 7 1 1
47-3319-3 18 1 1 3 2.5 0 7
47-3500-5 64 1 1 2 ni 0 1
48-0569-0 37 0 1 3 ni 1 2
48-2074-6 48 1 1 3 3 0 5
49-6429-2 53 0 1 3 2.5 0 1
50-0356-3 12 1 0 2 13 1 7
50-1144-2 41 1 1 4 20 1 1
50-3935-5 54 1 1 3 20 1 2
50-4946-6 66 0 0 2 11 1 Ni
50-8175-0 55 1 1 3 1.7 0 3
51-1976-6 58 1 0 2 13 1 7
51-4511-2 58 0 1 3 ni 0 Ni
52-8936-0 59 1 0 3 5 0 Ni
53-2848-9 21 1 1 3 18 1 2
53-9792-8 39 1 1 3 3 0 1
54-4313-0 64 0 0 2 3 1 1
54-4550-7 17 0 0 3 17 1 1
54-7218-0 39 1 0 2 23 0 7
54-8974-1 64 0 1 3 3.0 0 1
54-9164-9 24 0 0 2 24 1 Ni
55-5104-8 50 0 1 3 3.2 1 2
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55-7673-3 69 0 0 3 6.4 1 7
56-1874-6 67 1 1 3 16 0 2
56-2624-2 80 1 1 3 2.3 0 1
56-3859-3 30 1 0 3 16 0 2
56-4440-2 54 1 1 3 3.0 1 2
57-5935-8 80 0 1 3 4.0 1 1
57-9083-2 45 1 0 3 7.0 1 3
58-0681-3 54 1 1 3 4.0 0 1
58-4778-8 49 1 1 3 ni 1 3
58-9693-2 69 0 0 2 12 1 Ni
63-1266-7 49 1 1 2 1.8 0 1
0OC97 1628B 69 1 1 3 2.0 1 Ni
0C99 2527A 74 1 1 3 5.9 1 Ni
0C99 0647A 67 1 1 2 2.8 0 Ni
OCO00 3935C 46 1 1 3 4 1 Ni
OCO00 5013B 70 0 1 3 2 0 1
OCO01 4298G 15 0 0 3 ni ni Ni
OCO01 6899B 64 1 0 3 3.2 1 4
0CO02 3568D 55 1 0 3 ni 0 Ni
0OCO02 4088D 71 1 0 3 3.5 1 Ni
0CO02 5219D 58 1 0 3 6 0 Ni
0OC02 6153E 53 1 1 4 3 1 1
OCO02 3359F 49 1 1 3 2.5 0 2
0C03 0634D 48 1 1 3 1.2 0 Ni
OCO03 1664E 48 1 1 3 4.5 0 1
OC03 2207B 66 1 1 4 4 1 4
0OCO03 2521B 50 1 ni 3 ni ni Ni
0OC03 5374B 35 1 1 3 3 0 Ni
OCO03 7044B 57 1 1 2 2 0 1
0OCO03 7527D 73 1 1 3 2.7 0 2
0OCO04 0901A 77 0 1 1 2.1 0 1
0C047315D 52 1 ni 3 ni ni Ni
0OCO04 8230D 65 1 1 3 4 1 1
0OC04 8288 71 1 1 2 1,2 0 1
OCO04 8513B 77 1 0 3 ni 1 Ni
OCO04 8914B 70 0 1 3 15 1 1
OCO05 1142A 72 1 0 2 1.3 1 1
OCO05 3111G2 | 63 0 1 2 1.6 1 1
0OCO05 5382C 59 1 1 3 11 1 Ni
OCO05 8434A 64 1 1 2 2 0 Ni
Legenda

Ni = n&o informado

1=sim 0= néo

Etiologia: 1=HCV 2=HBV 3=HCV+HBV 4=EtOH
5= EtOH+HCV 6=EtOH+HBV 7= outros

Sexo: O=feminino  1=masculino



Anexo B: Principais achados com relagdo a proteina P53

p53 no tumor

Amostras Tul-positividade % | Tul-positividade +
33-0261-0 10 1
33-4110-0 0 0
34-6487-3 10 1
35-8112-8 99 99
37-9182-3 0 1
38-3546-4 0 0
38-7205-0 10 1
39-3837-9 10 1
40-1619-0 0 0
40-4914-4 20 2
41-2354-9 100 4
44-0588-9 40 3
44-1764-0 10 1
44-5261-5 0 0
45-3266-0 10 1
45-7081-2 10 1
46-7412-0a 20 2
46-7831-1 10 1
47-3319-3 0 0
47-3500-5 0 0
48-0569-0 90 4
48-2074-6 10 1
49-6429-2 10 1
50-0356-3 0 0
50-1144-2 40 3
50-3935-5 80 4
50-4946-6 0 0
50-8175-0 10 1
51-1976-6 10 1
51-4511-2 10 1
52-8936-0 0 0
53-2848-9 100 4
53-9792-8 30 3
54-4313-0 99 99
54-4550-7 10 1
54-7218-0 0 0
54-8974-1 10 1
54-9164-9 0 0
55-5104-8 0 0
55-7673-3 10 1
56-1874-6 0 0
56-2624-2 0 0
56-3859-3 20 2
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56-4440-2 20 2
57-5935-8 40 3
57-9083-2 20 2
58-0681-3 20 2
58-4778-8 10 1
58-9693-2 0 0
63-1266-7 0 0
0C97 1628B 100 4
0C99 2527A 60 4
0C99 0647A 0 0
0CO00 3935C 40 3
0OC00 5013B 80 4
0CO01 4298G 0 0
OCO01 6899B 0 0
0CO02 3568D 20 2
0CO02 4088D 10 1
0C02 5219D 100 4
0OC02 6153E 90 4
0OCO02 3359F 30 3
0CO03 0634D 10 1
OC03 1664E 10 1
OC03 2207B 90 4
OC03 2521B 80 4
OC03 5374B 0 0
OC03 7044B 10 1
0CO03 7527D 100 4
0CO04 0901A 0 0
0C047315D 10 1
OCO04 8230D 10 1
0C04 8288 10 1
0C04 8513B 80 4
0OCO04 8914B 50 3
0OCO05 1142A 0 0
0CO05 3111G2 0 0
0CO05 5382C 10 1
OCO5 8434A 0 0

Legenda: 99 perda fisica ou representativa
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Anexo C: Principais achados com relagdo aexpressao de Bax

Bax no tumor

amostras Tul-positividade % | Tul-positividade +
33-0261-0 70 4
33-4110-0 0 0
34-6487-3 10 1
35-8112-8 90 4
37-9182-3 30 3
38-3546-4 99 99
38-7205-0 70 4
39-3837-9 60 4
40-1619-0 50 3
40-4914-4 10 1
41-2354-9 100 4
44-0588-9 0 0
44-1764-0 40 3
44-5261-5 10 1
45-3266-0 0 0
45-7081-2 0 0

46-7412-0a 80 4
46-7831-1 40 3
47-3319-3 100 4
47-3500-5 60 4
48-0569-0 20 2
48-2074-6 0 0
49-6429-2 50 3

50-0356-3 50 3
50-1144-2 50 3
50-3935-5 0 0
50-4946-6 10 0
50-8175-0 40 3
51-1976-6 20 2
51-4511-2 70 4
52-8936-0 0 0
53-2848-9 40 3
53-9792-8 0 0
54-4313-0 0 0
54-4550-7 10 1
54-7218-0 40 3
54-8974-1 70 4
54-9164-9 10 1
55-5104-8 10 1
55-7673-3 40 3
56-1874-6 0 0
56-2624-2 20 2
56-3859-3 30 3
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56-4440-2 100 4
57-5935-8 0 0
57-9083-2 20 2
58-0681-3 60 4
58-4778-8 20 2
58-9693-2 80 4
63-1266-7 0 0
0OC97 1628B 0 0
0OC99 2527A 70 4
0OC99 0647A 40 3
0OCO00 3935C 0 0
OCO00 5013B 0 0
OCO01 4298G 70 4
OCO01 6899B 20 2
0C02 3568D 10 1
0C02 4088D 10 1
0C02 5219D 10 1
0OCO02 6153E 20 2
0OCO02 3359F 100 4
0OC03 0634D 30 3
OCO03 1664E 90 4
0OCO03 2207B 10 1
OCO03 2521B 50 3
OCO03 5374B 0 0
OCO03 7044B 30 3
OCO03 7527D 10 1
OCO04 0901A 0 0
0C047315D 10 1
0C04 8230D 10 1
0OC04 8288 10 1
OCO04 8513B 0 0
OCO04 8914B 10 1
OCO05 1142A 20 2
0OCO05 3111G2 60 4
OCO05 5382C 30 3
OCO05 8434A 70 4

Legenda: 99 perda fisica ou representativa
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Anexo D: Principais achados com relacéo aexpressao de citocromo ¢

Citocromo ¢ no tumor

amostras Tul-positividade % | Tul-positividade +
33-0261-0 25 2
33-4110-0 100 4
34-6487-3 0 0
35-8112-8 90 4
37-9182-3 100 4
38-3546-4 10 1
38-7205-0 100 4
39-3837-9 80 4
40-1619-0 100 4
40-4914-4 70 4
41-2354-9 100 4
44-0588-9 100 4
44-1764-0 100 4
44-5261-5 100 4
45-3266-0 90 4
45-7081-2 0 0

46-7412-0a 100 4
46-7831-1 90 4
47-3319-3 100 1
47-3500-5 100 4
48-0569-0 100 4
48-2074-6 60 4
49-6429-2 60 4

50-0356-3 30 0
50-1144-2 100 4
50-3935-5 70 3
50-4946-6 80 4
50-8175-0 100 4
51-1976-6 100 4
51-4511-2 90 4
52-8936-0 20 2
53-2848-9 90 4
53-9792-8 100 4
54-4313-0 70 0
54-4550-7 100 4
54-7218-0 90 4
54-8974-1 100 4
54-9164-9 10 1
55-5104-8 60 3
55-7673-3 95 4
56-1874-6 10 1
56-2624-2 100 4
56-3859-3 100 4
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56-4440-2 10 1
57-5935-8 90 4
57-9083-2 60 4
58-0681-3 80 4
58-4778-8 100 4
58-9693-2 0 0
63-1266-7 100 4
0C97 1628B 100 4
0C99 2527A 80 4
0OC99 0647A 100 1
0OCO00 3935C 40 3
OC00 5013B 90 4
OCO01 4298G 100 4
OCO1 6899B 100 2
0C02 3568D 100 4
0CO02 4088D 100 4
0C02 5219D 100 4
OC02 6153E 100 4
OC02 3359F 30 1
0OCO03 0634D 100 4
OCO03 1664E 90 4
OC03 2207B 90 4
OC03 2521B 60 4
OC03 5374B 90 4
OC03 7044B 100 4
0C03 7527D 90 2
OCO04 0901A 100 4
0C047315D 90 4
0CO04 8230D 100 4
0C04 8288 100 4
0C04 8513B 100 4
OCO04 8914B 90 4
OCO5 1142A 100 1
0CO05 3111G2 100 4
0CO05 5382C 100 4
OCO05 8434A 100 4

Legenda: 99 perda fisica ou representativa

94



Anexo E: Principais achados com relacéo ao indice apoptético

no tecido neoplésico.

CASPASE 3 CLIVADA NO TUMOR

TU N°CORPOS ) N° CORP/ N°
TU N°DE CELS CELS multipl por 1000

0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
5 5200 0,000962 0,9
1 1770 0,000565 0,5
99 99 99 99
0 1000 0 0
6 1280 0,004688 4,6
2 1670 0,001198 1,1
1 630 0,001587 1,5
69 1370 0,050365 50,3
2 1470 0,001361 1,3
1 1510 0,000662 0,6
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
16 3670 0,00436 4,3
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0

153 730 0,209589 209,5
0 1000 0 0
2 870 0,002299 2,2
0 1000 0 0
0 1000 0 0

112 3560 0,031461 31,4
0 1000 0 0
0 1000 0 0
1 216 0,00463 4,6
0 1000 0 0
1 158 0,006329 6,3
0 1000 0 0
0 1000 0 0
99 99 99
0 1000 0 0
0 1000 0 0
5 2010 0,002488 2,4
0 1000 0 0
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2 1550 0,00129 1,2
7 960 0,007292 7,2
1 1090 0,000917 0,9
0 1000 0 0

7 940 0,007447 7,4
4 2180 0,001835 1,8
1 1580 0,000633 0,6
0 1000 0 0
0 1000 0 0
10 740 0,013514 13,5
1 2760 0,000362 0,3
0 1000 0 0

6 1320 0,004545 4,5
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
5 1090 0,004587 4,5
1 470 0,002128 2,1
0 1000 0 0
4 278 0,014388 14,3
0 1000 0 0
23 7580 0,003034 3
19 1680 0,01131 11,3
0 1000 0 0

6 2690 0,00223 2,2
10 3330 0,003003 3
36 5100 0,007059 7
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
12 1250 0,0096 9,6
0 1000 0 0

3 1590 0,001887 1,8
39 1110 0,035135 35,1
0 1000 0 0
14 3020 0,004636 4,6
3 830 0,003614 3,6
1 3580 0,000279 0,2
3 1720 0,001744 1,7
27 1220 0,022131 22,1
6 4610 0,001302 1,3

Legenda: 99 perda fisica ou representativa
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Anexo F: Principais achados com relacéo ao indice apoptético

no tecido ndo-neoplésico.

CASPASE 3 CLIVADA NO TEC NAO NEOPLASICO

CIRROSE

N°CORP ] N° CORP/ N°

CIRROSE N°DE CELS CELS multipl por 1000
0 1000 0 0
1 1730 0,00057803 0,5
0 99 99
99 99 99
99 99 99
0 1000 0 0
99 99 99
0 1000 0 0
1 690 0,00144928 1,4
3 610 0,00491803 4,9
1 98 0,01020408 10,2
0 1000 0 0
0 1000 0 0
1 2100 0,00047619 0,4
0 1000 0 0
0 1000 0 0
12 670 0,01791045 17,9
99 99 99
0 1000 0 0
99 99 99
99 99 99
99 99 99
99 99 99
0 1000 0 0
3 1040 0,00288462 2,8
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
99 99 99
99 99 99
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0




0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
99 99 99
99 99 99
0 1000 0 0
99 99 99
99 99 99
0 1000 0 0
1 115 0,00869565 8,6
99 99 99
0 1000 0 0
99 99 99
12 6160 0,00194805 19
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
99 99 99
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
0 1000 0 0
2 2010 0,00099502 0,9
99 99 99
99 99 99
99 99 99
0 1000 0 0
99 99 99
0 1000 0 0
99 99 99
99 99 99
0 1000 0 0
99 99 99
99 99 99
0 1000 0 0
1 1340 0,00074627 0,7
0 1000 0 0
99 99 99
0 1000 0 0

Legenda: 99 perda fisica ou representativa
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