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RESUMO

Mercante AMC. O estudo imunoistoquimico da expressado das sintases
do oOxido nitrico, proteina p53 e cicloxigenase-2 em hiperplasias
linféides de padréo folicular e em linfomas ndo-Hodgkin folicular. Sao

Paulo; 2005. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

INTRODUCAO: O éxido nitrico (ON) pode induzir a apoptose. A expressdo das
trés isoformas do 6xido nitrico (NOS) é descrita em varias neoplasias, inclusive
nos linfomas de células B. A apoptose € um dos mecanismos reguladores da
proliferagdo do centro germinativo e a inibicdo da apoptose € o principal defeito
molecular dos linfomas foliculares (LF). Algumas das inumeras ag¢des do ON é
a estimulacéo da produgao de COX2 e o acumulo da proteina p53. As NOS séo
expressas nos LF, mas n&o ha dados na literatura sobre a expressdo das NOS
nas hiperplasias foliculares (HF). O presente trabalho compara a expresséo de
NOS1, NOS2, NOS3, p53 e COX2 em HF e LF com o objetivo de entender a
sua participagdo nos dois processos patoldgicos. MATERIAL E METODOS:
Foram confeccionados dois blocos de array, com cores de 1mm, amostrados
em duplicata de 90 casos de LF e 137 casos de HF, respectivamente. Foi
realizada a imunoistoquimica em laminas duplicadas utilizando os anticorpos
anti-NOS1 -NOS2, -NOS3, -p53 e -COX2. Os resultados foram interpretados de
acordo com a intensidade da reacgdo (negativa=0; fraca=1; moderada=2,
forte=3) e niumero de células coradas (<1%=0; 1-10%=1; 11-50%=2; 50-90%=3,
maior que 90=4). Os resultados individuais (intensidade e frequéncia) foram
multiplicados. Sehuido do calculo da média dos resultados das quatro
observagdes. As médias obtidas foram categorizadas como se segue: O-
5=negativo; maior que 5,1=positivo. Os resultados foram comparados utilizando
o teste do qui-quadrado de Pearson e o teste exato de Fisher.
RESULTADOS: Na estatistica descritiva, observou-se que a frequéncia de
marcagdo da expressao de todas as isoformas de NOS foi maior nas HF
(NOS1 c= 86,9%, NOS1 n= 94,2%, NOS2= 88,9%, e NOS3= 91,1%) que nos
LNHF (NOS1 c= 75,0%, NOS1 n= 72,7%, NOS2= 17,8%, e NOS3= 78,7%). O



p53 foi positivo em 64,4% dos LF, em contrapartida, apenas 6,7% das HF foram
positivas para esse antigeno. Ja o bcl2 apresentou-se positivo em 100% dos LF
e nenhuma HF demonstrou positividade para o bcl2. Observou-se ainda, a
associagao entre os grupos (LF e HF), segundo cada uma das trés isoformas de
NOS (NOS1 c¢*, NOS1 n**, NOS2**, NOS3***), p53** e 0 bcl2*****, exceto para
o0 COX2 (p=0.088). Nao se evidenciou associagao entre os antigenos: NOS2 e
COX2 (p= 1.0); p53 e COX2 ( p= 0.343); p53 e NOS2 (p= 0.692) para o grupo
dos LF, NOS2 e COX2 (p= 0.215); p53 e NOS2 (p= 0.597) para o grupo das
HF. Ha associagdo apenas entre os antigenos p53 e COX2 (p= 0.0.015) no
grupo das HF. CONCLUSOES: Os resultados do presente trabalho mostram
um predominio na freqiéncia de expressdo das isoformas de NOS nas HF.
Considerando que os mecanismos de apoptose estdo ativados na HF e inibidos
no LF. Logo, a producédo do ON, pelo aumento da frequéncia de expresséo de
NOS nas HF, deve estar associada a estimulacdo do mecanismo de morte
celular do centro germinativo ativado das HF. Ha relagéo inversa da frequéncia
da expressdao de NOS2 e p53 nas HF, enquanto que nos LF a expressao da
p53 esta aumentada, sugerindo que o ON pode participar na patogénese do LF.
A néo-associagado (p<0.05) entre os antigenos (NOS2 com p53 ou COX2)
corrobora, com dados da literatura, em que a agcao de ON pode ser tipo celular
dependente.

*p=0.023, **p<0.0001, ***p=0.008, ****p=0.088, *****p<0,0001.



SUMMARY

Mercante AMC. [The immunohistochemitry study of the expression of
the nitric oxide synthases, cyclooxygenase-2, p53 protein in follicular
lymphoid hyperplasia and in follicular non-Hodgkin's lymphomas]. Séo

Paulo; 2005. [Dissertacdo do Mestrado-Fundacao Anténio Prudente].

INTRODUCTION: The nitric oxide (ON) can introduce apoptosis. The
expression of the three isoforms of nitric oxide (NOS) is described in
several cancers, as well as in B cell lymphomas. The apoptosis is one
of the regulator mechanisms of the proliferation in the reactive germinal
center and the inhibition of apoptosis is the main molecular defect of
the follicular lymphoma (HF). Some of the multiple action of ON is the
stimulation of production of COX2 and accumulation of p53 protein.
The NOS are expressed in the HF, but there aren’t any data in the
literature about the NOS expression in HF. The present study
compares the expression of NOS1, NOS2, NOS3, p53 and COX2 in
HF and LF in order to understand its participation in the two
pathological processes. MATERIAL AND METHODS: Two blocks of
array had been manufactured with cores of 1mm, shown in duplicate of
90 cases of LF and 137 cases of HF, respectively. The
immunohistochemitry was done in slides in duplicate using the
antibodies anti-NOS1, -NOS2, -NOS3, -p53, -COX2. The results had
been interpreted according to the intensity of the reaction (negative=0,
weak=1, moderate=2, strong=3) and the number of staining cell
(<1%=0, 1-10%=1, 11-50%=2, 59-90%=3 and bigger than 90%=4).
The individual results were multiplied. Follewed by the calculus, of
average of the results in the four observations. The average was then
categorized as the following: 0-5= negative and bigger than 5, 1=
positive. The anti-p53 antibody was interpreted as positive when one of



the four observations with over than 10% of positive cells and —bcl2
was interpreted as any numbers positive cells in one of the four
observations. The results were compared using the Pearson’s chi-
square test and Fisher's exact test. RESULTS: In the descriptive
statistics, it was observed that the frequency of staing of the expression
of all NOS isoforms, was bigger in the HF (NOS1 c= 86, 9%, NOS1 n= 94,
2%, NOS2= 88, 9%, e NOS3= 91,1%) than in the LF (NOS1 c= 75,0%, NOS1
n=72,7%, NOS2= 17,8%, e NOS3= 78,7%). The p53 was positive in 64, 4%
of the LF, but, on the other hand, only 6.7% of the HF had been
positive for this antigen. Furthermore the bcl2 was presented positive in
100% of the LF and no HF demonstrated positivity for bcl2. It was also
observed, the association between the groups (LF and HF), according
to each one of the three NOS isoforms (NOS1 ¢ *, NOS1 n **, NOS2
** NOS3 ***), p53 ** and bcl2 *****, except for the COX2 (p=0.088).
The association between antigens was not evident: NOS2 and COX2
(p =1, 0); p53 and COX2 (p = 0,343); p53 and NOS2 (p = 0,692) for
the LF group, NOS2 and COX2 (p = 0,215); p53 and NOS2 (p = 0,597)
for the HF group. There is association only between the antigens p53
and COX2 (p = 0, 0015) in the HF group. CONCLUSION: The results
of the present study, have shown that some predominance in the
frequency of expression of NOS isoforms. It influence in production of
ON. Considering that the mechanism of apoptosis are activated in the
HF and inhibited in the LF. These data lend support that the ON/NOS
might be associated to the stimulation of mechanism of cellular death
of the activated germinal center of the HF. There is inverse relation of
frequency of the NOS2 and p53 expression in HF, whereas in the LF
the p53 expression is increased, suggesting that the ON can take part
in pathogenesis of follicular lymphoma. The not-association between
the antigens (NOS2 with p53 or COX2) agree with data of literature,
where the action of ON might be dependent cellular type.

*p=0.023, **p<0.0001, ***p=0.008, ****p=0.088, *****p<0,0001.
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1  INTRODUCAO

1.1 HIPERPLASIA FOLICULAR

As linfadenopatias reacionais compreendem um grande grupo de
reacdes imunes do tecido linféide a diversos estimulos. Essas podem ser de
varios padroes morfolégicos e definidos conforme o compartimento
fisiomorfolégico como foliculares, paracorticais, histiocitose sinusal,
fibrosante, necrosante ou mista (SOARES et al. 2000). Talvez a resposta
mais comum dos linfonodos a estimulagao imune seja a formagao de centros
germinativos reacionais (foliculos secundarios) em um quadro conhecido
como hiperplasia folicular. E nesse tipo de reacdo que havera a maturagéo
das células B para a producgao das células de memoria.

A formagao do centro germinativo (CG) dos foliculos reacionais tem
sua fisiologia bem conhecida. Ocorrendo o contato com um antigeno, as
células apresentadoras de antigenos estimulam a migragdo de células B
virgens circulantes, via linfaticos aferentes, para os linfonodos loco-regionais.
Inicia-se entdo o processo de formacdo do foliculo linféide secundario. Em
um processo de duragdo aproximada de 72 horas, ha a proliferacdo de
células B. As células N naive se desdiferenciam em centroblastos, que se
agregam em um dos polos do CG para a formagado da zona escura. Neste
momento ha também a proliferagdo de células T em grau menos intenso. Os
centroblastos sofrem hipermutacbes somaticas quando passam a se

diferenciar em centrocitos, que junto com as células dendriticas foliculares e



as células T CD4+CD57- formam a zona clara do CG. As células dendriticas
foliculares irdo processar o antigeno e apresenta-las aos centroblastos, que
serao diferenciadas em células B de memodria. Quando ocorre a interagcao
entre os centrocitos e as células T a produgao de centroblastos diminui,
levando a regressdo do CG. Essa célula de memodria caracteriza-se
inicialmente pela expressdo de imunoglobulina D (IgD), sofrendo uma
expansao clonal e migrando para a zona medular como imunoblastos e
plasmdcitos. Vale ressaltar que as células T ativadas ainda migrardo pelos
linfaticos eferentes (SOARES et al. 2000). Nas etapas da formacdo e
regressao dos centros germinativos o mecanismo da proliferagao celular e
apoptose tem um papel muito importante. Aquela células B que ndo se
diferenciam em células B e memoria sofrem apoptose, iniciando o processo
e regressao do CG.

A hiperplasia folicular é caracterizada morfologicamente por foliculos
de tamanhos e formas variadas, com zona do manto bem definida e
separados por zonas interfoliculares facilmente identificadas. Os foliculos
sdo constituidos por populacdo polimorfa de células, representados por
centroblastos e centrocitos. Esses exibem distribuicao polarizada no centro
germinativo formando a zona clara e zona escura, conforme ja referido. Os
macrofagos de corpo tingido, frequentes figuras de mitoses e células
apoptoticas sao facilmente identificadas de permeio nos centros
germinativos hiperplasicos.

O imunofendtipo caracteristico € a auséncia de expressdo da
oncoproteina bcl2 nos centros germinativos hiperplasicos (HARRIS 1999),

onde o mecanismo de apoptose esta ativado (VAN EIJK et al. 2001). A



proteina bcl2 é positiva na zona do manto, a qual é representada por
linfécitos maduros. Raramente positividade dessa é observada dentro do
CG, estes casos podem ser explicados pela presenca de células maduras
nesta regido (MUSIATOWICZ et al. 2003).

O linfoma folicular é o principal diagnéstico diferencial da hiperplasia
folicular reativa. Em muitos casos, o quadro morfolégico e citolégico
permitem a diferenciagdo, porém em alguns casos somente o estudo

imunoistoquimico e molecular podem distingui-los (CHAN e TSANG 1996).

1.2 LINFOMA FOLICULAR

Os linfomas foliculares, s&o neoplasia de células B originadas no CG
e sao classificadas em trés categorias pela OMS (JAFFE et al. 2001; PAES
et al. 2002). Esta entidade corresponde aos linfoma de células
centrofoliculares da classificacdo REAL e é considerado um linfoma nao-
Hodgkin de baixo grau. Por definigdo sdo neoplasias de células B compostas
por centrocitos e centroblastos, com a maioria apresentando um padrédo de
crescimento com predominio folicular (HARRIS 1999).

Clinicamente os linfoma foliculares sdo o tipo mais comum de
linfomas ndo-Hodgkin no adulto, cuja maior ocorréncia esta entre 50 e 60
anos, sendo virtualmente inexistente antes dos 25 anos. A maior parte dos
pacientes tem o diagndstico tardio. Essa entidade possui curso clinico
caracterizado por periodos de remissado e recaidas com sobrevida variando
de 7 a 10 anos, sendo o ébito em geral secundario a doenga refrataria ou a

transformacao para linfoma de alto grau de malignidade (PETERSON 1999;



SOARES 2001).

O aspecto morfolégico € caracterizado por composicdo celular
polimorfa, com presenca de centrocitos e centroblastos, formando arranjo
arquitetural nodular (foliculo) e areas difusas com proporgbes variaveis
(HARRIS 1999; NATWANI et al. 2001; SOARES 2001). Os centroblastos sao
células grandes nao clivadas, com cromatina vesiculosa, usualmente
nucléolo pequeno localizado na periferia e rima de citoplasma basofilico. Os
centrocitos sdo células menores clivadas com nucleo irregular alongado,
cromatina dispersa e nucledlo inconspicuo, usualmente ndo se evidencia o
citoplasma. Nao ha consenso entre os patologistas a respeito da melhor
forma de classificar os linfomas foliculares. A técnica proposta por Mamm e
Berard (?7?77), citados por (HARRIS 1999, p.??7?7?) para a classificagdo dos

linfomas foliculares € baseada na contagem dos centroblastos. Essa

entidade pode ser classificada em +trés graus: grau I= 0 a 5
centroblastos/1campo de maior aumento (CMA), grau lI= 6 a 15/CMA,
GRAU llI= maior que 15/CMA. A vantagem dessa classificagdo (contagem

do numero de células) é a maior reproducibilidade quando comparada com
0 uso da proporgao estimada. Mas algumas criticas referem-se ao método
como tedioso e quando usado em diferentes microscépios, sem a devida
correcao, pode levar a classificacdo erronea.

O imunofendtipo caracteristico, mas nao absolutamente especifico, é
auséncia de marcacédo para o CD5 e, usualmente, de CD43 negativo.
Frequentemente observa-se expressdo do marcador CD10. A grande
maioria dos LF apresentam translocacgao t(14;18), que leva ao rearranjo do

gene bcl2. Essa translocagdo pode ser demonstrada pela superexpressao



imunoistoquimica da oncoproteina bcl2, contrastando com centros
germinativos reativos que sao bcl2-negativo (HARRIS 1999). A expresséao da
proteina bcl2 pode ser heterogénea, pois o0s centroblastos tendem a ser
negativos, enquanto que os centrocitos geralmente sdo negativos (FALINI e
MASON 2002).

A oncoproteina bcl2 tem funcao anti-apoptética e como consequéncia
da sua superexpressdo ha um aumento da sobrevida das células
neoplasicas do LF (VIARDOT et al. 2003). Varios estudos sugerem que na
patogénese do LF é importante a inibicdo de apoptose dos centros
germinativos (HOLLOWOOD e MACARTNEY 1991). Estudo comparativo
foram avaliados quantitativamente centros germinativos de linfomas
foliculares e hiperplasias foliculares reativas, sendo observado que o indice
de apoptose € maior nos foliculos reativos que nos neoplasicos
(VOUTSADAKIS 2000). Esses resultados confirmam que a reducdo da

apoptose € um importante fator para a patogénese dos linfomas foliculares.

1.3 APOPTOSE

A apoptose € um tipo de morte celular de grande importancia nas
inumeras fungdes bioldgicas fisioldgicas e nos processos patolégicos, como
por exemplo, no cancer. A apoptose €& caracterizada morfologicamente
pelas alteragdes na estrutura celular como: retracao celular, condensacgao da
cromatina, fragmentacéo nuclear, formagao de bolhas citoplasmaticas com
posterior fragmentacao da célula e por fim a formag¢ao de corpos apoptoticos

(GESKE e GERSCHENSON 2001).



Do ponto de vista molecular, a apoptose € o efeito final da ativacdo da
cascata das caspases. As caspases sao uma familia de proteases
intracelulares separadas em dois grupos com fungdes distintas: caspases
iniciadoras (caspases 2, 8, 9, 10) e efetoras (caspases 3, 6 e 7). A diferenca
entre elas é estrutural sendo que as caspases iniciadoras tem pré6 dominio
N-terminal longo, enquanto que as efetoras tém este pré-dominio curto
(REED 2001). As caspases sao sintetizadas como pré-caspases, que para
serem ativadas é necessario uma reacao proteolitica (WALKER et al. 1994).
Ha duas vias reguladoras principais da ativagao da cascata das caspases. A
primeira, conhecida como via de morte, representada pela superfamilia do
fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor necrosis factor), cujos
principais elementos sdo o FAS (FAS, do inglés fibrolast-associated cell
surface) e o ligante do receptor FAS (FASL). A segunda via é a
mitocondrial, com varias enzimas com agdes pro- e anti-apoptose, cuja
atividade é mediada através da liberacédo do citocromo C.

A via dos receptores de morte transmite sinais externos para o
citoplasma através do ligante, que se acoplam aos respectivos receptores da
membrana. Estes receptores de membrana tem um dominio interno que é
capaz de se ligarem as proteinas adaptadoras, que por sua vez ativam as
caspases. Sao conhecidos varios receptores de morte em humanos, sendo
os principais o FAS, TNFR1, DR3, DR4, DR5, DR6 (REED 2001; SCHULTZ
e HARRINGTON 2003). Um dos exemplos fisiologicos mais bem estudados
€ a promoc¢ao da apoptose nos linfocitos T citotoxicos e células  "natural-
Killer". Estas células produzem o FASL, que liga se ao FAS na membrana.

Este complexo formado tem um dominio de ligagdo para outra proteina



chamada FAAD (do inglés FAS-association death domain). Finalmente, o
complexo ativa a pro-caspase 8, iniciando a cascata das caspases. Este é
um mecanismo importante para o equilibrio do sistema imunolégico (REED
2000).

A via intrinseca ou mitocondrial € mediada pelo citocromo C, que é
liberado pela mitocondria em resposta a varios estimulos. Uma vez liberado
no citoplasma, o citocromo C liga se ao fator ativador de proteases-1
(Apaf1, do inglés apoptosis protease activating factor-1) e dATP, sendo este
complexo o responsavel pela ativagdo da caspase 9, desencadeando a
ativagdo da cascata efetora da apoptose (REED 2000). Ha trabalhos que
sustentam a hipétese que a abertura do poro na membrana mitocondrial leva
a diminuigdo da fungdo da membrana e, por consequéncia, ha influxo de
fluido para o interior da membrana sua ruptura e liberacdo de proteinas proé-
apoptéticas (VANDER HEIDEN et al. 1997).

Na literatura ha inumeros trabalhos (REED 2000 e 2001;
VOUTSADAKIS 2000; NAKAGAWA et al. 2000; SUN et al. 2002; SCHULTZ
e HARRINGTON 2003) que descrevem os mediadores quimicos e explicar
0s mecanismos pelos quais estas moléculas podem ativar ou inibir a cascata

das caspases deflagrando com isto a apoptose.

1.3.2 Familia das proteinas bcl2

A familia bcl2 é constituida por membros pro-apoptoticos (bak,
bax, bad, bid, bcl-x, Noxa) e anti-apoptéticos (bcl-2, bcl-XL, bcl-w e
bad) (SCHULTZ e HARRINGTON 2003). Esta familia de proteinas é

também chamada guardid da mitocondria e participa do controle da via



intrinseca da apoptose.

O balanco entre as proteinas pro- e anti-apoptéticas € o que
determina o controle da via mitocondrial da apoptose (REED 2000;
VOUTSADAKIS 2000). Essas proteinas da familia bcl2 estéo localizadas na
membrana mitocondrial externa (VOUTSADAKIS 2000), no reticulo
endoplasmatico (NAKAGAWA et al. 2000) e nas membranas nucleares
(NAHTA e ESTEVA 2003). A funcdo dessas proteinas podem ser
demonstradas na agdo de membros anti-apoptéticos como o bcl2, podendo
este prevenir esta liberagdo do citocromo C (SUN et al. 2002).

A superexpressado do bcl2 pode ser observada em cerca de metade
das neoplasias malignas (JAHRSDORFER et al. 2002). Nos tumores solidos
esta superexpresséo ainda n&o tem seu mecanismo bem conhecido (NAHTA
e ESTEVA 2003). Uma das hipbteses para explicar esta superexpressao
seria a baixa fungao do p53, a qual é observada em mais da metade dos
tumores soélidos (REED 1997). O gene bcl2 é reprimido pela proteina p53, a
mutacdo do gene Tp53, faz com que a proteina p53 ndo reprima o gene
bcl2, o que permite o aumento dos niveis celulares da proteina bcl2.
Portanto, os altos niveis de bcl2 por ser secundarios ao efeito da mutacédo do
p53 (NAHTA e ESTEVA 2003). A outra hipotese da superexpressao da
proteina bcl2 € a hipometilacdo do gene bcl2, como é observado em
pacientes com leucemia linfocitica cronica (REED 1995). Nas neoplasias de
células B a superexpressao do bcl2 é explicada pela translocacao do t(14;
18) na maioria dos casos (ONG et al. 1998; FALINI e MASON 2002). Nos LF
esta translocagao € encontrada em torno de 80- 90% (VIARDOT et al. 2003).

A superexpressado bcl2 é considerada um importante fator relacionado a



resisténcia a multiplas drogas e refratariedade a quimioterapia (REED 1997;
BONETTI et al. 1998; MANO et al. 1999; CONDON et al. 2002).

A expressao do bax também pode ser controlada pela proteina p53,
uma das fungdes dessa € ativar a transcricdo de genes, como o bax, gene
envolvido na ativagcdo da apoptose. Nos tumores onde a proteina p53 esta
mutada a producdo da proteina bax nao € ativada (GESKE e

GERSCHENSON 2001).

1.3.1 Proteina p53

Outro importante regulador da apoptose é a proteina p53. Esta
proteina tem o papel bastante conhecido na carcinogénese humana (IGNEY
e KRAMMER 2002), sendo a mutagdo do gene Tp53 é o evento genético
mais comum nas neoplasias malignas (CHANG et al. 1993; GESKE e
GERSCHENSON 2001; VOUSDEN e LU 2002). Esta proteina esta envolvida
também na inibicdo da proliferacdo celular (MORGAN et al. 2002).
Camundongos knockout para o gene TP53 apresentaram um
desenvolvimento embriogénico, e tem grande freqiéncia de tumores
DONEHOWER et al. 1992). A atividade apoptética da proteina p53 ocorre
pela indugc&o da transcrigdo de outros genes pro-apoptoticos ou interagindo
diretamente com algumas proteinas como Apaf1 e caspase 9 (CAELLES et
al. 1994; GESKE e GERSCHENSON 2001). Um dos genes que pode ser
regulado pelo p53 € o bax, membro pro-apoptético da familia Bel2 (ASHE e
BERRY 2003; GESKE e GERSCHENSON 2001). Outro gene que tem sua
transcricdo influenciada pela proteina p53 é o gene FAS (GESKE e

GERSCHENSON 2001).
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Como citado anteriormente, a mutagdo do gene TP53 é um dos
eventos mais frequente na tumorigénese humana (CHANG et al. 1993;
GESKE e GERSCHENSON 2001; VOUSDEN e LU 2002). No entanto a
mutagcdo da proteina p53 € um evento menos frequente na tumorigenese
das neoplasias hematolégicas malignas quando comparado com os tumores
sélidos (SHAMINIE et al. 2005). A expressao IHQ da proteina p53 pode ser
independente da mutagao do gene TP53 como foi observado em um estudo
de 53 casos de linfomas de células B extranodal, onde 50% dos linfomas
grau 1 expressaram a proteina p53 e apenas 33% apresentaram mutagéo do
gene p53 (TAI et al. 2004). A proteina p53 também poder ser observada em
condigdes benignas como nos CG hiperplasicos, sua expressao nao é
sinbnimo de malignidade nem de mutagcdo do gene TP53, mas pode ser
explicada pela relagédo da proteina p53 com a proliferacao celular (MATEO et
al. 1995). A proliferagcdo celular estd presente nos CG hiperplasicos
(SOARES et al. 2000).

ICHIKAWA et al. (1993) relatou que em apenas 20% dos casos de
linfomas nao-Hodgkin de células B, e aqueles com curso mais agressivo
apresentaram mutagao deste gene. Em um estudo de 17 biopsias de LF da
Asia foi observado correlacdo entre a mutagdo e a expressdo do p53 nos

casos LF transformados em alto grau (SHAMINIE et al. 2005).

1.3.3 Cicloxigenase 2
A cicloxigenase-2 (COX2) € uma enzima que participa da sintese das
prostaglandinas, convertendo o acido aracdénico em prostaglandina Ha

(SMITH et al. 2000). Uma de suas agdes mais importantes € a inibicdo da
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apoptose, promovendo com isto o crescimento tumoral (CAO e PRESCOTT
2002). Em modelos animais e em estudos in vitro a COX2 participa na
promogao do crescimento celular (KIMURA et al. 2000), na prevengao de
apoptose (FONTEH et al. 2001) e no aumento da adesdo e motilidade
celular (DOHADWALA et al. 2001; SHENG et al. 2001). Ha varios relatos na
literatura da participacdo da COX2 na patogénese das neoplasias, incluindo
cancer de estdbmago, célon e linfomas de células B. TATSUGUCHI et al.
(2004), estudando 107 adenocarcinomas gastricos, sugere que a COX2
contribui para o desenvolvimento do cancer gastrico por promover a
angiogénese e inibir a apoptose. OSHIMA et al. (1996) relataram que em
camundongos "knockout" para o gene APC, um modelo de polipose
adenomatosa familial, houve redugao dramatica do numero e do tamanho
dos polipos, com a inibicao da COX2, inferindo com isto sua participagao nos
primeiros passos da carcinogénese colonica. Em linhagens de linfomas de
células B e de células B primarias, originarias de voluntarios normais, foi
demonstrada uma diminuicdo do COX2 nos dois grupos com o uso de
inibibores de COX2 (Celecoxib®). Este efeito resultou em um aumento da
apoptose em 85% de todas as linhagens de células examinadas. Com isto,
o resultado inferi que o aumento da expressdo e da atividade da COX2

contribui para a patogénese dos linfomas de células B (WUN et al. 2004).

1.3.4 Oxido nitrico e as suas sintases
O oxido nitrico (NO) é considerado um radical livre por apresentar um
elétron ndo pareado em sua orbita externa. O NO é um importante mediador

bioldgico de diversas fungbes em animais e humanos, tendo a capacidade
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de reagir com outros radicais livres e metais pesados. O NO é produzido a
partir de uma reacéo enzimatica, na qual o substrato L-arginima é convertido
em L-citrulina e NO. Esta reacao é catalizada pelas sintases do 6xido nitrico
(SINGH e EVANS 1997).

As sintases do 6xido nitrico (NOS, do inglés Nitric Oxide Synthase)
sdao uma familia de enzimas representadas por trés isoformas diferentes.
Sao classificadas respeitando a ordem histérica de purificacdo das enzimas,
ou baseando-se no tipo celular no qual a enzima foi originalmente descrita,
a saber:

NOSH1, sintase de oxido nitrico neuronal (nNOS) ;

NOS2, sintase de oxido nitrico induzida (iNOS) ;

NOS3, sintase de oxido nitrico endotelial (eNOS).

As isoformas sao codificadas por genes distintos. Em humanos as
isofomas NOS1, NOS2 e NOS3 sé&o codificadas nos cromossomos 12, 17 e
7, respectivamente (FORSTERMANN et al. 1995). As isoformas NOS1 e
NOS3 sao formas constitutivas, sendo dependente de calcio e calmodulina
para sua ativagao e produzem pequenas quantidades de NO. A isoforma
NOS2 foi originalmente descrita em macréfagos murinos ativados, podendo
produzir altas concentragdes de NO (nmoles). A sintese é induzida por
varios fatores, como citocinas, e sua agao é independente de calcio
(FORSTERMANN et al. 1995 e 1998; SINGH e EVANS 1997).

O NO participa de varios mecanismos fisioldgicos e patologicos. No
cancer, o NO apresenta dualismo funcional, com ag¢gdes pro- e anti-tumorais.
Os seus efeitos sdo modulados por interacao direta e indireta e também sao

influenciados pela concentragao e tipo especifico de célula envolvida (KIM et
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al. 2001). Diversos mecanismos foram propostos para representar situagoes
clinicas e experimentais distintas para explicar este dualismo funcional.
Como por exemplo no trabalho de SHEN et al. (1998), onde cultura de
células endoteliais observou se que baixas concentracbes de NO podem
contribuir para a sobrevida da células e que, pelo contrario, as altas
concentragcbes podem promover a destruicdo celular. MANNICK et al.
(1994), observaram que o NO tém fungdo na regulacdo da inibicdo da
apoptose e manutencao da laténcia viral, quando verificaram que linfocitos B
infectados pelos virus de Eipstein-Barr e também a linhagem celular de
linfoma de Burkitt sdo capazes de produzir NO. Neste experimento, a
quantidade de NO produzida foi capaz de inibir a apoptose dos linfécitos. Em
outro estudo de um modelo experimental de linfoma de células B murino
observou se nas analises imunoistoquimicas positividade somente para a
NOS2, encontrada em macrofagos e nas células endoteliais do tumor.
Também foi observada que os camundongos que apresentavam o tumor
excretaram pela urina maior concentragcdo de nitratos em comparagao com

os animais controles (TAMIR et al. 1995).

1.3.5 Correlagao entre COX2 e NOS2

Ha correlacdo entre as vias de ativagdo do NOS2 e COX2.
Experimentos usando COX purificado mostrou em condi¢des fisioldgicas a
ligacdo do NO a um sitio especifico do COX (TSAI et al. 1994). Este
mecanismo de interligagdo €& complexo e ainda ndo esta totalmente
esclarecido. Os "eicodanoids" podem reduzir a expressdo de NOS2 e a

producdo de ON. O NO modula a formagdo de prostaglandina H;
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(SALVEMINI et al. 1993; TETSUKA et al. 1994, WEINBERG 2000). Esta
interigacdo também foi observada em células epiteliais coldnicas
imortalizadas de camundongos (MEI et al. 2000). Estes autores estudaram
trés linhagens de células de cancer colénico (HCA7, HT29 e HCT116),
tratadas com diferentes concentragdes de S-nitrosoglucationa, foi observado
o efeito do NO nas células in vitro e sua relagdo com a expressao e atividade
do COX2. Sendo encontrado uma correlagcéo positiva entre NOS2 e COX2.
Na literatura ha ainda, trabalhos correlacionando NOS2 com a atividade da
COX2 (FANTAPPIE et al. 2002). Este trabalho avaliou COX2 e NOS2, por
métodos imunoistoquimicos (IQ), Northen e Westhen Blot, linhagens de
células de hepatocarcinoma humanos. Estes autores observaram que a
inibicdo da producéo de NO por inibidores de COX2, inferindo a interligagcéo
entre as vias COX2 e NOS2 (FANTAPPIE et al. 2002 e GALLO et al. 2003).
Estudos recentes inferem que esta interacdo COX2/NOS2/NO pode envolver
vias transcricdo da B catenin/TCF-LEF em células de cancer coloretais (LIU
et al. 2004). Outra possibilidade é seria a inativagédo do p53 pelos produtos
(PG) da COX2, resultando na da apoptose (MOOS et al. 2000; RAO et al.

2004).

1.3.6 Consideragoes

Pela revisao da literatura até aqui apresentada pouco se sabe a
respeito da presenga de NO em neoplasias linféides malignas humanas.
Embora a fisiologia da formagédo da resposta imune nos linfonodos esteja
bem conhecida, ndo ha trabalhos relacionando a expressao das isoformas

NOS, COX-2 e p53 nas hiperplasias linfoides de padrao folicular e nos
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linfomas n&o-Hodgkin foliculares. Nao se conhece como € a expresséo das
NOS e mesmo se ela ocorre nas hiperplasias linfoides. E bastante l6gico que
isto ocorra, uma vez que os linfomas nao-Hodgkin de células B as
expressam. Fato observado no trabalho de MENDES et al. (2001), que todos
os linfomas foliculares foram positivos para NOS1 e NOS2. Portanto, para
entender a participacao da NOS, COX-2 e p53 nos processos de formagao

do linfoma folicular e hiperplasia folicular foi proposto o presente trabalho.
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2 OBJETIVO

Considerando que a apoptose € um evento celular mais importante na
patogénese do linfoma folicular. O objetivo presente trabalho é estudar a
expressao IQ comparativa das isoformas de NOS, COX2 e proteina p53 nas

hiperplasias linféide de padrao folicular e nos linfomas foliculares.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

A partir do arquivo de patologia do Centro de Tratamento e Pesquisa
do Hospital do Cancer A C Camargo, Fundagcdo Antbnio Prudente foram
selecionados 90 casos de linfomas n&o-Hodgkin foliculares (LF) e 137 de
hiperplasias linféides de padrao folicular (HF). Destes ultimos 92 casos eram
de tonsilas faringeas e de linfonodos. O periodo abrangido foi de 1980 a
2001. Apds o resgate de todas as laminas e blocos de parafina dos casos,
novas laminas de hematoxilina e eosina (H.E) foram confeccionadas. Os
casos de linfoma folicular foram reclassificados segundo a OMS (JAFFE et
al. 2001). O critério de inclusdo para os LF foi que o caso fosse de grau
arquitetural | (ou seja, mais do que 75% de area nodular) e de baixo grau
citologico (ou seja, com menos de cinco centroblastos por campo de maior
aumento). Este critério de selecao esta ilustrado na Figura 1. Para os casos
de hiperplasia folicular foram considerados os casos com evidente formacéao
de centros germinativos, mas com preservagdo da arquitetura linfonodal e
tonsilar, conforme ilustrado nas Figuras 2 A / 2 B. odos os casos foram
submetidos a reagdo imunoistoquimica para a detecgcao da proteina bcl2
para a confirmagdo diagndstica. A expressao da oncoproteina bcl2 foi
positiva em 100% dos LF e negativa em 100% dos casos de hiperplasia

folicular.



18

3.2 CONFECCAO DO TISSUE MACROARRAY (TMA)

Uma vez preparadas as laminas pela coloracdo de hematoxilina e
eosina (H.E.) dos blocos selecionados, estas foram analisadas e duas areas
foram delimitadas por caneta apropriada para marcag¢ao. As areas marcadas
foram formagdes nodulares nos linfomas foliculares e em centros
germinativos hiperplasicos das hiperplasias foliculares. Posteriormente foram
delimitadas as areas nos blocos de parafina, chamados de blocos doadores.
Dos blocos doadores foram retirados fragmentos cilindricos de 1mm e estes
arranjados em um outro bloco chamado de bloco receptor. Cada bloco
doador foi representado em duplicata no bloco receptor. Esta etapa foi
realiza em um aparelho preciso (“Tissue Arrayer’) da marca Beecher
Instruments® (Silver Spring MD). Foram confeccionados dois blocos de
“arrays” um com os 90 casos de LF e outro com os 137 de HF, conforme
demonstrado nas figuras 3A / B. Os casos foram dispostos em ordem
numérica crescente de acordo com o registro anatomo-patolégico e
amostrados em duplicata.

Em seguida estes blocos foram levados ao micrétomo de parafina e
obtidos cortes histolégicos sequenciais de 3y que foram dispostos em
laminas com adesivos da marca Microsystems Inct. As laminas de TMA
foram desparafinadas, desidratadas e cortes histolégicos a cada 9 niveis
diferentes foram corados pelo H.E. Posteriormente foram selecionados duas
ldaminas de cada bloco para cada anticorpo para serem submetidas a reagao

imunoistoquimica (RIMM et al. 2001; HEDVAT et al. 2002; HSU et al. 2002).
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3.3 IMUNOISTOQUIMICA

Uma vez selecionados os casos pelos critérios morfolégicos descritos
e construido o bloco de tissue array (vide secgao 3.2), foi completado o
painel imunoistoquimico (IQ), sendo realizado reagdes para os anticorpos
que reconhecem as isoformas do 6xido nitrico (NOS 1, NOS2, NOS3) além
dos anticorpos para proteinas p53 e cicloxigenase2. O Quadro 1, abaixo,
apresenta a lista completa dos anticorpos com respectivos clones, origem de
fabricagéo e diluicdo usada. As reagdes imunoistoquimicas foram realizadas
pela técnica de complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC,

DAKO). Foi realizado um controle positivo e um negativo para cada reacéo.

Anticorpo Clone Origem Diluicao final de
trabalho

NOS1 16 Transduction® 1:200

NOS2 6 Transduction® 1:40

NOS3 3 Transduction® 1:200

bcl-2 124 Dako® 1:40

p53 D07 DaKo® 1:100

COX2 4HR Novocastra® 1:6000

Quadro 1 - Listagem dos anticorpos a serem utilizados no projeto em
relagdo ao antigeno, clones, origem e diluigcao.

Os passos técnicos realizados foram os ja tradicionalmente descritos
na literatura e podem ser vistos em livros texto (SANTOS et al. 1999).
Resumidamente o protocolo pode ser visto no Anexo 1 desta dissertagao.

A leitura das laminas foi realizada em microscopio Optico comum e
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avaliada de acordo com a localizagdo da marcagéo (citoplasma e ou nucleo),
intensidade e frequéncia, para os anticorpos das trés isoformas NOS e COX-
2, modificado a partir do trabalho de SOINI et al. (2000). Calculado um
escore a partir da multiplicacdo dos valores intensidade da coloragdo com o
numero de células positivas. A intensidade foi dividida em 3 graus com a

seguinte graduagao demonstrado no Quadro 2.

Descricéo da intensidade Grau
Coloragao negativa 0
Coloragéao de intensidade fraca 1
Coloragao de intensidade moderada 2
Coloragao de intensidade forte 3

Quadro 2 - Gradacdo da reacdo imunoistoquimica de acordo com a
intensidade.

Enquanto a frequéncia foi dividida em 4 graus com a seguinte

graduacao demonstrado no Quadro 3.

Descricdo do nimero de células coradas Grau
Menor que 5 % 0
Entre 5% e 10 % 1
Entre 11% e 50 % 2
Entre 51% e 90% 3
Maior de 90 % 4

Quadro 3 - Gradacao da reagao imunoistoquimica de acordo com o numero
de células coradas.
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Apo6s calculado o escore final nas quatro observagdes, foram
calculados a média entre eles. Finalmente, os resultados foram

categorizados como demonstrado no Quadro 4.

Média do valor multiplicados nas 4 observagdes Interpretacéo
0ab Negativo
maior que 5,1 Positivo

Quadro 4 - Interpretagcdo da média calculada nas quatro observagdes.

Ja o anticorpo p53 foi considerado positivo quanto o numero de
células positivas com marcagao nuclear foi maior que 10%, em pelo menos
uma das quatro observacdes. E na HF o anticorpo p53 foi avaliado nos

centros germinativos ativados, tendo o mesmo critério de positividade do LF.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A estatistica descritiva foi utilizada para demonstrar a freqiéncia da
expressao dos marcadores nos grupos LNHF e HF. Para tanto, os dados
dos diversos marcadores foram colocados em tabela. A analise estatistica foi
realizada utilizando-se o programa de computador SPSS for Windows v.10.
Empregou-se o teste de qui-quadradro de Pearson ou teste exato de Fisher
para verificar a associagdo entre os grupos (LNHF e HF) e as diversas
variaveis imunoistoquimicas. Estes testes também foram utilizados para

avaliar a associagdo entre as variaveis imunoistoquimicas. O nivel de

significancia considerado foi de 5%.
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Figura 1 - Demonstrando arranjo arquitetural folicular > 75% no LNHF (H&E,
aumento original de 20x).

Figura 2: A - Tonsila faringea (H&E, aumento original de 20x).

Figura 2: B - Demonstrando centro germinativo hiperplasico da tonsila
faringea (H&E, aumento original de 40X).
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Figura 3 A - Demonstrando foto da lamina corada pela H.E. do bloco de
array de linfoma folicular (H&E).

Figura 3 B - Demonstrando foto da lamina corada pela H.E. do bloco de
array de hiperplasia folicular (H&E)
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4 RESULTADOS

A frequéncia de expressdo dos marcadores imunoistoquimicos (IQ),
referidos no Quadro 1, nos grupos (LF e HL) e a andlise da associagéo entre
os grupos (LF e HF) e os diversos marcadores I1Q estdo descritos abaixo e
sumarizados na Tabela 1. Os casos nao avaliaveis foram em decorréncia de
problemas técnicos durante o processamento do método 1Q.

A andlise da associagao entre dois marcadores IQ distintos no grupo
dos LNHF ou no grupo das HF estdo também descritos abaixo e

sumarizados nas Tabelas 2 a 7.

4.1 RESULTADOS DAS FREQUENCIAS DA EXPRESSAO DOS
MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS NOS LINFOMAS

FOLICULARES

Para o antigeno NOS1 com marcacgao citoplasmatica em um numero
total de 88 casos avaliados, foram observados 66 casos (75,0%) com
marcagao positiva e 22 casos (25,0%) considerados negativos. Para o
antigeno NOS1 marcagéo nuclear foram observados 64 casos (72,7%) com
marcagao positiva e 24 casos (27,3%) considerados negativos, em um
numero total de casos avaliados de 88 (n=88).

Para o antigeno NOS2 a marcagao foi citoplasmatica de padrao

granular. Observou-se 16 casos (17,8%) positivos e 74 casos (63,0%)
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considerados negativos, em um total de casos avaliaveis de 90 (n=90).

Para o antigeno NOS3 a marcacdo observada foi citoplasmatica,
sendo que 70 casos (78,7%) apresentaram marcagao positiva, como
demonstrados na figura 4B. Dezenove 19 casos (21,3%) foram considerados
negativos, em um numero total de casos avaliaveis de 89 (n=89).

Para o antigeno COX2 a marcagao observada foi citoplasmatica de
padrao granular, sendo que 5 casos (5,6%) apresentaram marcagao positiva
e 85 casos (94,4%) foram considerados negativos, em um numero total de
casos avaliaveis de 90 (n=90).

Para o antigeno p53 foram observados 58 casos (64,4%) positivos e
32 casos (35,6%) foram considerados negativos. Estes dados foram

sumarizados na Tabela 1.

4.2 RESULTADOS DAS FREQUENCIAS DA EXPRESSAO DOS
MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS NAS HIPERPLASIAS

LINFOIDES DE PADRAO FOLICULAR

Para o antigeno NOS1 com marcacgao citoplasmatica, em um numero
total de 137 casos avaliados, foram observados 119 casos (86,9%) com
marcagao positiva e 18 casos (13,1%) foram considerados negativos. E
para o antigeno NOS1 com marcagao nuclear, em um numero total de 137
casos avaliados, foram observados 129 casos (94,2%) com marcagao
positiva e 8 casos (5,8%) foram considerados negativos.

Para o antigeno NOS2 a marcagao foi citoplasmatica de padrao

granular, em um numero total de 135 (n=135) casos avaliaveis, como foi
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ilustrado na Figura 5. Observou-se 120 casos (88,9%) positivos e 15 casos
(11,1%) considerados negativos.

Para o antigeno NOS3 a marcagao observada foi citoplasmatica,
sendo que 123 casos (91,1%) apresentaram marcagdo positiva, como
demonstrado na Figura 4A. Doze casos (8,9%) foram considerados
negativos. Em um numero total de casos avaliaveis de 137 (n=137).

Para o antigeno COX2 a marcagao observada foi citoplasmatica de
padrdo granular, sendo que 17 casos (12,4%) apresentaram marcagao
positiva e 120 casos (87,6%) foram considerados negativos, em um total de
casos avaliaveis de 137 (n=137).

Para o antigeno p53 foi observado positividade apenas para 9 casos
(6,7%) e 126 casos (93,3%) foram considerados negativos. Estes dados

foram sumarizados na Tabela 1.

4.3 RESULTADOS DAS ANALISES DE ASSOCIACAO ENTRE OS
GRUPOS LINFOMAS FOLICULARES E HIPERPLASIAS LINFOIDES

DE PADRAO FOLICULAR SEGUNDO CADA ANTIGENO

Notou-se associagdo entre os grupos (LF e HF) para os seguintes
antigenos, NOS1 c¢ (p=0.023), NOS1 n (p< 0.0001), NOS2 (p<0.0001),
NOS3 (p=0.008), p53 (p<0.0001), utilizando o teste qui-quadrado de
Pearson. No entanto, nao foi observado associagao entre os grupos (LF e
HF) para o antigeno COX2 (p=0.088), utilizando o teste qui-quadrado de

Pearson. Estes dados foram sumarizados na Tabela 1.
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4.4 RESULTADOS DAS ANALISES DE ASSOCIACAO ENTRE
DOIS MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS DISTINTOS NO

GRUPO DOS LINFOMAS NAO-HODGKIN FOLICULARES

Nao houve associagdo entre os seguintes os antigenos: NOS2 e
COX2 (p=1.0); p53 e COX2 (p=0.343); p53 e NOS2 (p=0.780), no grupo dos
LF. Foram utilizados o teste exato de Fisher nas duas primeiras analises e o
teste qui-quadrado de Pearson na ultima. Estes dados estdo descritos nas

Tabelas 2, 3 e 4.

45 RESULTADOS DAS ANALISES DE ASSOCIACAO ENTRE
DOIS MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS DISTINTOS NO
GRUPO DAS HIPERPLASIAS LINFOIDES DE PADRAO

FOLICULAR

Notou-se associagdo entre os antigenos p53 e COX2 (p=0.015) no
grupo das HF. E ndo houve associagdo entre os seguintes os antigenos:
NOS2 e COX2 (p=0.215); p53 e NOS2 (p=0.597) no grupo das HF. Nestas
andlises foi utilizado o teste exato de Fisher. Estes dados estdo descritos

nas Tabelas 5,6 e 7.
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Tabela 1 - Resultado geral dos antigenos (NOS1 ¢, NOS1 n, NOS2, NOS3, COX2,
p53 e bcl2) dos 90 casos de linfomas foliculares e 137 casos de hiperplasias
linféides de padrao folicular e as analises da associacao entre os grupos (LF e HF)
e os diversos marcadores imunoistoquimicos.

LF HF
Marcador Categoria
n % n %

NOS1 ¢ * negativo 22 25,0% 18 13,1%
88/137

positivo 66 75,0% 119 86,9%

NOS1 n ** negativo 24 27,3% 8 5,8%
88/137

positivo 64 72,7% 129 94,2%

NOS2 ** negativo 74 82,2% 15 11,1%
90/135

positivo 16 17,8% 120 88,9%

NOS3 *** negativo 19 21,3% 12 8,9%
89/137

positivo 70 78,7% 123 91,1%

COX2 **** negativo 85 94,4% 120 87,6%
90/137

positivo 5 5,6% 17 12,4%

p53 ** negativo 32 35,6% 126 93,3%
90/135

positivo 58 64,4% 9 6,7%

Foi utilizado o teste qui-quadrado de Pearson (nivel descritivo do teste foi p<0.05). Os
resultados obtidos utilizando o teste qui-quadrado foram *p=0.023, **p<0.0001, ***p=0.008,
****p=0.088

Abrev. LF — linfoma ndo-Hodgkin folicular, HF — hiperplasia folicular, NOS - sintases do
oxido nitrico, COX2 - cicloxigenase2.
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Tabela 2 - Resultados das analises da associagdo entre NOS2 e COX2 no grupo
dos Linfomas foliculares.

Marcadores COX2
Categorias Negativo n (%) Positivo  n (%)
NOS2
p=1.0 Negativo n (%) 70 (94,6%) 4 (5,4%)
Positivo n (%) 15 (93,8%) 1(6,3%)

Utilizado teste exato de Fisher (nivel descritivo do teste foi p= 0.05).

Tabela 3 - Resultados das analises da associagao entre p53 e NOS2 no grupo dos
Linfomas foliculares.

Marcadores NOS2
Categorias Negativo n (%) Positivo  n (%)
P53
1 0, 0, o
D= 0.692 Negativo n (%) 27 (84,2%) 5(15,6%)
Positivo n (%) 47 (81,0%) 11 (19%)

Utilizado teste exato de qui-quadrado de Pearson (nivel descritivo do teste foi p= 0.05).

Tabela 4 - Resultados das analises da associagao entre p53 e COX2 no grupo dos
Linfomas foliculares.

Marcadores COX2
Categorias Negativo n (%) Positivo  n (%)
P53
H 0, 0, 0,
D= 0.343 Negativo n (%) 29 (90,6%) 3(9,4%)
Positivo n (%) 56 (96,6%) 2 (3,4%)

Utilizado teste exato de Fisher (nivel descritivo do teste foi p= 0.05).

Tabela 5 - Resultados das analises da associacao entre NOS2 e COX2 no grupo
das Hiperplasias linfoides de padréao folicular.

Marcadores COX2
Categorias Negativo n (%) Positivo  n (%)
NOS2
1 0, 0,
b= 0.215 Negativo n (%) 15 (100%) 0
Positivo n (%) 103 (85,8%) 17 (14,2%)

Utilizado teste exato de Fisher (nivel descritivo do teste foi p= 0.05).
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Tabela 6 - Resultados das analises da associacao entre p53 e COX2 no grupo das
Hiperplasias linféides de padrao folicular.

Marcadores COX2
Categorias Negativo n (%) Positivo  n (%)
P53
. 0 o o
p=0.015 Negativo  n (%) 113 (89,7%) 13 (10,3%)
Positivo n (%) 5 (55,6%) 4 (44,4%)

Utilizado teste exato de Fisher (nivel descritivo do teste foi p= 0.05).

Tabela 7 - Resultados das analises da associagao entre p53 e NOS2 no grupo das
Hiperplasias linféides de padrao folicular.

Marcadores NOS2
Categorias Negativo n (%) Positivo  n (%)
P53
1 0, 0, 0,
D= 0.597 Negativo n (%) 15 (12,0%) 110 (88%)
Positivo n (%) 0 9 (100%)

Utilizado teste exato de Fisher (nivel descritivo do teste foi p= 0.05).
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IQ nuclear e citoplasmatica da

"
ao

NOS1.(aumento original de 400x) A - Hiperplasia Folicular. B - Linfoma

Figura 4 - Demonstrando marcag
Folicular.
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Figura 5 - Demonstrando o padrdo de marcagao 1Q citoplasmatica granular
da NOS2 (aumento original de 200X). A - Hiperplasia Folicular. B - Linfoma
Folicular.
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B - Linfoma

Figura 6 - Demonstrando o padrao de marcagao IQ nuclear e citoplasmatica

da NOS3 (aumento original de 400X). A - Hiperplasia Folicular.

Folicular.
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Figura 7 - Demonstrando o padrao de marcagéao IQ citoplasmatica da COX2
(aumento original de 200X). A - Hiperplasia Folicular. B - Linfoma Folicular.



35

5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a expressao das isoformas das sintases do
oxido nitrico, COX2 e proteina p53 nos linfomas nao-Hodgkin foliculares e
nas hiperplasias linféides de padrao folicular. Esta analise ndo havia sido
feita anteriormente, de forma sistematica pela literatura. Um dos principais
achados do estudo foi a expressao frequente para os antigenos NOS 1, 2 e
3 nos centroblastos e centrocitos dos linfomas nao-Hodgkin folicular, aspecto
este que corrobora o observado no trabalho de MENDES et al. (2001). Neste
trabalho um numero pequeno de casos de linfomas n&o-Hodgkin de células
B foi avaliado (n=16), sendo que a grande maioria foi positiva. Dentre esta
casuistica, 100% (n=5) dos linfomas foliculares foram positivos para NOS1 e
NOS2 e nenhum para NOS3. Este € o unico trabalho na literatura que
avaliou a expressao das isoformas de NOS em centroblastos e centrocitos.
As isoformas de NOS tem sido detectadas em tumores de mama (MACIEL
2002), carcinomas gastricos (BEGNAMI 2003),carcinomas de cabeca e
pescogo (FISCHER 2003), linfomas de Hodgkin (CAMPOS 2005).

Os resultados atuais mostram que quando analisada uma casuistica
maior se observou resultado diferente, especialmente em relacdo as
isoformas NOS2 e NOS3. Esta discrepancia pode ser justificada
simplesmente pela diferenga de amostragem. Cumpre ainda realgar que os
cinco casos estudados por MENDES et al. (2001) eram todos de grau
histolégico 1 (menos do que cinco centroblastos por campo de grande

aumento) e a presente casuistica abrangeu um espectro mais largo de
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diferenciagao citolégica (informagao pessoal).

Outros trabalhos avaliaram a expressao das isoformas de NOS em
outras células B, em modelos experimentais (TAMIR et al. 1995). Estes
autores estudaram a expressdo das NOS2 em um modelo de linfoma de
células B murino e as analises imunoistoquimicas revelaram positividade
somente para NOS2, mas demonstrada apenas em macrofagos e nas
células endoteliais do tumor, mas ndo nas células do linfoma. Também foi
observado que os camundongos com tumor tinham maiores concentragoes
de nitratos excretados na urina em comparagdo com 0s animais controles,
demonstrando o aumento da producédo de ON decorrente da agcdo de NOS2,
mas provavelmente secundario a células inflamatérias ndo-tumorais.

Quando se comparou a HF com o LF, a HF mostrou a expressao de
NOS1 c, NOS1 n, NOS2, NOS3 significantemente mais freqliente do que no
LF. Em relagdo ao COX2 houve uma tendéncia a significancia (p=0.08),
também em favor da HF. O significado biolégico deste achado é dificil de se
avaliar. Uma das hipdteses possiveis é que a expressdo destas moléculas
esteja relacionada com a apoptose. O mecanismo de apoptose é importante
na patogenia destas duas entidades. Todas as células B do centro
germinativo que nao se diferenciam em células B de memobria, s&o
eliminadas por apoptose (SOARES et al. 2000). Portanto, nas HF este
mecanismo esta bastante ativado (VAN EIJK et al. 2001). Por outro lado, os
LF tem através da inibicao da apoptose via superexpressao da oncoproteina
bcl-2 o seu principal mecanismo de progressdo (HOLLOWOOD e
MACARTNEY 1991; VOUTSADAKIS 2000). Uma hipotese atraente é que

estas moléculas participem na patogénese da apoptose induzida,
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demonstrada pelo predominio da expressdo das isoformas de NOS nas
hiperplasias. Como a expressao das enzimas € uma forma indireta de se
demonstrar a produgcdo de ON, uma possibilidade para o melhor
entendimento e analise desta hipétese seria mensurar a quantidade de 6xido
nitrico produzido pelas células em cada uma destas situagoes.

Conforme ja comentado, nas HF sabemos que o mecanismo de
apoptose encontra-se ativado (LEBECQUE et al. 1997; VAN EIJK et al.
2001). E no presente trabalho se observou de expressdo de NOS2 nas HF
em 88,9% dos casos contra 17,8% nos LF. O aumento da NOS2 esta
relacionado a um aumento da producéo do ON (TAMIR et al. 1995; LALA e
CHAKRABORTY 2001) e por consequéncia pode explicar a ativagdo da
apoptose nos centros germinativos hiperplasicos das HF. A participagéo do
ON na apoptose pode ser dualistica dependendo da sua concentracéo
(BLAISE et al. 2005). LI et al. (2004) relatam que ON induz a liberagao de
SMAC pela mitocondria em linhagens de células linfoplasmocitdide
deflagrando a apoptose. Também, o ON tem a fungdo de aumentar a
concentracdo de ceramida, pela diminuigdo da atividade da ceramidase. O
aumento da concentracdo de ceramida causa um efeito pré-apoptotico,
através da diminuicdo da expresséo do bcl2 (DI NARDO et al. 2000). Ao
contrario ha relatos na literatura onde foi observado nas linhagens de
linfécitos B (N958 infectados por EBV e BJAB nao infectados por EBV) a
expressao aumentada de NOS2 com a inibicdo da apoptose e manutencao
da laténcia viral (MANNICK et al. 1994). DODD et al. (2000) utilizando
cultura de células de linfoma Nb2 prolactina dependente demonstrou que o

ON produzido pelo NOS3 pode inibir a apoptose. A fungdo do 6xido nitrico
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na apoptose € controverso, sua acao anti-apoptética e pré-apoptotica é
discutida amplamente na literatura. A grande maioria dos autores concluem
que a acao do ON esta na dependéncia do tipo celular envolvido, da
concentragdo do ON e tempo de exposicdo (SHEN et al. 1998; KIM et al.
2001; BLAISE et al. 2005).

Nao ha trabalhos na literatura demonstrando pelo método
imunoistoquimico a positividade das isoformas de NOS em HF. A
positividade para NOS1, NOS2 e NOS3 nos centros germinativos
hiperplasicos das HF constatadas neste trabalho é inédita.

No presente trabalho observamos positividade para a p53 em 64,4%
dos casos de LF, enquanto que apenas 6,7% da HF sdo positivas. Este
resultado corrobora com dados da literatura, pois, o gene p53 é um
supressor de tumor que encontra se mutado em mais de 50% de todas as
neoplasias humanas (DONEHOWER et al. 1992), incluindo os linfomas
(SAID et al. 1992). Ele codifica a proteina p53, que tem um papel na parada
do ciclo celular e indugado da apoptose em resposta aos danos provocados
no DNA (DONEHOWER et al. 1992; CHANG et al. 1993). Estudos anteriores
demonstraram que a p53 é positiva nos LF e que sua positividade aumenta
com o aumento do grau histologico (COOPER e HAFFAJEE 1997).

A positividade para o Bcl2 foi observada em 100% dos casos LNHF.
COOPER e HAFFAJEE (1997), encontrou 97% de casos positivos para Bcl2
em LF e VIARDOT et al. (2003) observou 80 a 90% de translocacdes
cromossOmicas que resultaram em superexpressao de bcl2. Os casos de LF
foram revistos e os casos com duvida diagnostica ou com predominio de

centroblastos foram excluidos. FALINI e MASON (2002) refere que a



39

expressao do bcl2 pode ser heterogénea, pois os centroblastos tendem a ser
negativos e os centrocitos positivos. Estes dois fatos explica o achado de
100% dos LF positivos para bcl2, desta dissertagao.

Ha correlacgao positiva da expressao do bcl2 e p53 nos LF (COOPER
e HAFFAJEE 1997), entretanto em outros linfomas n&o-Hodgkin
(NAKAMURA et al. 1996), bem como carcinoma de célon (CARR et al. 2002)
esta correlacido é inversa. No presente trabalho ha também correlacéo
positiva entre a frequéncia de expressdo de bcl2 e p53. Em cultura de
células a expressao do bcl2 inibe a apoptose via p53 dependente (CHIOU et
al. 1994). Portanto este dado sugere a participagdo do p53 na patogénese
dos LF.

O presente estudo ndo demonstrou associagao entre os antigenos
NOS2 e COX2 nos grupos dos LF (p= 1.0) e das HF (p= 0.215). Estes
achados nao encontram apoio em dados da literatura (GALLO et al. 2002;
MARROGI et al. 2000; FANTAPPIE et al. 2002). O estudo da expresséo de
NOS2 e COX2 em linhagens de células de carcinoma hepatocelular
humano, por imunoistoquimica, Northern e Western Blot demonstraram
resultados sugerindo que a expressao de COX2 pode modular, in vitro, a
liberagdo de ON em linhagens de células de carcinoma hepatocelular
(FANTAPPIE et al. 2002). Varios outros trabalhos na literatura investigam a
interacao entre os mecanismos de producdo do NOS2 e COX2. MEI et al.
(2000) estudou a expressdo de NOS2 e COX2, além da producdo de
prostaglandinas E2 e ON, contudo obteve resultados que inferi a influencia
e interferéncia de NOS2 na producdo de COX2. Os achados de VON

KNETHEN e BRUNE (1997), somados aos novos trabalhos que
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posteriormente foram publicados (RAO et al. 2004), sustentam a hipétese de
que ha correlagdo entre ON/NOS2 e a atividade da COX2. Os achados
desta dissertacao contrariam os dados da literatura. Contudo, o mecanismo
que interliga as duas vias ainda nao esta totalmente esclarecido na literatura.

E notdrio que o ON produzido em altas concentracdes pela NOS2 e
sua acao de forma persistente em muitos tipos celulares, danifica para o
DNA. O dano no DNA leva ao aumento da expressao da proteina p53 e uma
ativacdo dos mecanismos reparadores. Por consequéncia, se nao reparada
a célula entra em apoptose. AMBS et al. (1999), demonstrou a relagéo entre
a mutacdo do gene p53 (também conhecida TP53) com o aumento da
atividade da NOS2 em cancer coloretal. Em concordéncia com este ultimo
autor GALLO et al. (2003) encontraram também correlagdo positiva entre a
acumulo da p53 e a atividade da NOS2, em 43 casos de cancer de cabeca e
pescoco. Os dados obtidos neste trabalho demonstrou que n&o ha
associagao entre os antigenos NOS2 e p53 nos grupos dos LF (p= 0.780) e
das HF (p= 0.597), em contraste ao observado por outros autores. Estudos
anteriores relataram uma correlagao positiva entre a NO/NOS2 e a proteina
p53 (FORRESTER et al. 1996; BRENNAN et al. 2000). BRENNAN et al.
(2000), estudou 56 casos de carcinoma de células escamosas da lingua,
utilizando anticorpos monoclonais para p53 e NOS2 e observou correlagao
positiva (p<0.001). Os autores inferem que o gene p53 mutado pode se
responsavel por um feedback negativo e como consequéncia um aumento
da expressdo de NOS2. Outra possibilidade € aumento da p53 ndo mutada
em resposta ao aumento da produgao do ON por NOS2. Entretanto outros

dados da literatura também apontam que a expressao da p53 ndao mutata
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resultando na regulacdo da expressao de NOS2 (AMBS et al. 1997). Com
isto supde se que ha ligagao entre o sitio promotor da proteina p53 com o
gene NOS2. FORRESTER et al. (1996) publicou experimento em modelos
de camundongos com p53 ndo mutado, exibe altas concentragdes de ON,
produzido por NOS2. Estas altas concentragdes de ON pode levar ao
acumulo de p53 ndao mutada, o qual promove a apoptose. Mas este
mecanismo de interacido ainda n&o esta esclarecido na literatura.

GALLO et al. (2003) estudou a associagao entre NOS2, p53 e COX2
em 43 casos de carcinomas de células escamosas de cabecga e pescoco
(HNSCCs), in vivo e in vitro, e concluiu que possivelmente a mutagédo do p53
pode ser responsavel pela alta regulagdo do NOS2 e COX2 frequentemente
observada nos HNSCCs. Em parte este trabalho corrobora com os achados
desta dissertagao, pois foi observado associagao entre os antigenos p53 e
COX2 no grupo das HF (p= 0.015), no entanto esta associacdo nao foi
observada no grupo dos LNHF (p= 0.343). Sabe-se que os macrofagos
produzem altas concentragées de ON pela NOS2 (TAMIR et al. 1995) e que
nas HF temos a presenga de muitos macrofagos (CHAN e TSANG 1996).
Talvez a presenca destes macrofagos nas HF, podem produzir uma
quantidade "extra" de ON em relacédo ao LF, e com isto levar ao acumulo da
da p53 ndo mutada, a qual promove a apoptose. A apoptose esta ativada
nos centros germinativos hiperplasicos das HF (VAN EIJK et al. 2001).

Ao avaliar a correlagdo positiva entre os antigenos NOS2 e COX2
estes autores, utilizaram diferentes tipos celulares. GALLO et al. (2003),
utilizou tecido de carcinoma de células escamosa de cabeca e pescoco;

MARROGI et al. (2000), utilizou linhagens de mesotelioma humanos e
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FANTAPPIE et al. (2002), utilizou dois clones diferentes de linhagens de
células de carcinoma hepatocelular. Também ha outros trabalhos que
relataram a correlagao positiva entre NOS2 e p53 como: FORRESTER et al.
(1996) utilizou células de figado humano AKN-1 e fibroblastos murinos,
AMBS et al. (1998) utilizou células de carcinoma HT-29 e BRENNAN et al.
(2000), utilizou carcinoma de células escamosas em modelo animal. A agao
do ON é tipo celular dependente (KIM et al. 2001). Esta observagao talvez
explique a nao correlagdo entre NOS2/p53 e NOS2/COX2 observada nesta
dissertacao.

Nenhum fator unico € responsavel para regular a patogénese dos LF
e HF. Fatores positivos e negativos podem estimular e inibir o mecanismo de
apoptose que participa do processo formagao destas duas entidades. Pelo
que foi discutido acima fica claro que o papel do ON e de suas sintases é
ainda, pouco compreendido. A sua producao por células tumorais, os seus
efeitos ambiguos e a participagdo na progressao e desenvolvimento do
cancer merecem mais estudos. Na literatura pouco se sabe a respeito de ON
em neoplasias linféides malignas. Esta dissertacdo demonstrou a expressao
das isoformas de NOS, COX2 e p53 nos LNHF e nas HF. E observou
associagao entre os grupos LNHF e HF exceto para o antigeno COX2. O
significado bioldgico deste achado ainda nao esta claro e pode envolver
interagbes entre as vias estudadas (NOS2, COX2 e p53) ou com as outras
nao discutidas neste estudo, ou mesmo a presenca de macrofagos nas HF.
Talvez um estudo mais amplo se faz necessario para melhor entender estes
mecanismos, mensurando o o6xido nitrico produzido na célula e/ou

ampliando o painel imunoistoquimico.
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CONCLUSOES

Tanto os LNHF quanto as HF expressam NOS1 c, NOS1 n, NOS2 e
NOS3. Entretanto se houve um predominio de marcacdo nas
hiperplasias nas trés isoformas de NOS, sugere a participacdo do ON
na apoptose do centro germinativo ativado.

Ha uma associagao entre os antigenos p53 e COX2 no grupo das HF,
sendo mais uma evidencia que a proteina p53 pode influenciar a via
metabdlica do COX2.

Ha uma relacéo inversa entre a frequéncia da expressao de NOS2 e
p53 na HF, enquanto que nos LNHF a expressao de p53 esta
aumentada, sugerindo que o ON pode participar na patogénese do
LNHF.

A presengca de macrofagos nas HF, pode ser responsavel pela
producao de ON "extra" em relagcao ao LNHF, possivelmente levando
ao acumulo da p53 ndo mutada e explicando o mecanismo de
apoptose ativado nas HF.

A nao associagao entre os antigenos (NOS2 com p53 ou COX2) pode
corroborar com a literatura, em que a acdo de ON pode ser tipo
celular dependente, pois ha dados na literatura que tem se observado

associacao entre estes antigenos em outros tecidos.
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ANEXOS




Anexo 1 - Técnica de imunoistoquimica:

10

11
12

13
14

15

Desparafinizagao dos cortes histoldgicos com 3um de espessura do
material incluido em parafina e colocados em laminas silanizadas por
solugédo de 3 aminopropyltrirthosy-silano (Sigma R , A-3648, USA) e
deixadas por 24 horas em estufa de 60 °C.

Duas passagens em xilol (60oc e em temperatura ambiente).

Seis passagens em etanol (a 100%, 95%, 80% e 70%) sendo trés
delas a 100%.

Lavagem das laminas em agua corrente e destilada.

Incubagdo em tampéao citrato pH 6.0 em panela de pressao (Eterna R,
Nigro).

Lavagem das laminas em agua corrente

Bloqueio da peroxidase enddgena com H202 a 3% (agua oxigenada
10 volumes), por 4 trocas.

Lavagem das laminas em agua corrente e destilada.

Lavagem das laminas com solugao salina tamponada com
fosfatos(PBS-phosphate buffered saline) 10 mM pH 7.4 .

Incubac&o com anticorpo primario, diluido em titulo previamente
estabelecido, em tampao PBS contendo albumina bovina BSA a 1%
(SIGMA, A9647, USA) e azida sodica (NaN3) 0,1%, em camara umida
(16 a 18 horas).

Lavagem em tampé&o PBS.

Incubagédo com anticorpo secundario biotinilado-reagente C,(
Biotinylated goat anti-mouse/rabbit Ig) do kit StreptABCComplex/HRP
Duet (mouse/rabbit) (Dako A/S, K492, Denmark) no titulo pré
estabelecido de 1:200, diluido em PBS, por 30 minutos a 37 °C.
Lavagem em tampé&o PBS.

Incubagao das laminas com o complexo reagente A (Streptoavidin) no
titulo de 1:200 e reagente B (Biotinylated peroxydase) no titulo de
1:200, diluido em PBS, por 30 minutos a 37 °C.

Lavagem das laminas em tampéao PBS.



16

17
18
19
20

21

22

Incubagdo das laminas em solugao substrato cromogeno:
3,3'Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) 60mg (SIGMA, D-
5637), Dimetilsulfoxido (DMSO) 1ml; H202 a 6% (agua oxigenada 20
volumes) 1ml; PBS 100ml (5min, 370C, ao abrigo da luz).

Lavar em agua corrente e agua destilada.

Contracoloragao com hematoxilina de Harris.

Lavar em agua corrente e agua destilada.

Imersdao em agua amoniacal (solugao de hidroxido de amoénio a
0,5%), lavando em seguida em agua corrente e destilada.
Desidratagao (6 passagens em etanol a 50%, 80%, 95% e 100%,
sendo 3 delas a 100%).

Montagem das laminas em Entellan neu (MERCK, 1.07961,

Germany).



Anexo 2 - Resultado da analise imunoistoquimica por anticorpo.

Legenda:

Coluna 1:

Numero do caso

Coluna 2:

1- linfoma n&o-Hodgkin folicular

2- hiperplasia llinfoide reaciopnal padrao folicular
Coluna 3,5, 7,9 e 11:

Resultado da media nas quatro observacoes
Coluna 4,6, 8,10 e 12:

Categorizagao dos resultados segundo o quadro 4 ( 1- negativo e 2 positivo)
Coluna 13 e 14:

1- positivo 2 - negativo
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1,50
12,00
11,00
12,00
3,00
12,00
12,00
0,50
9,00
3,00
11,25
10,00
10,00
10,00
9,25
1,33

X
5,75
9,00
7,00

12,00
5,00

NOS3 b
2

ST NN NDNX=_2NDNDNNNDNNN 2NN 2NN _2NDNDNNDN=_2DNDDNNDNDNNDNNDNNNDNODN

COX2
1,25
2,67
3,00
4,50
3,50
4,00
4,50
4,33
3,25
0,00
3,75
4,50
5,25
0,00
3,75
3,75
3,00
3,25
0,75
5,25
1,50
2,25
2,25
1,00
1,00
0,00
3,00
1,75
2,00
3,50
1,67

COX2 b
1

S NN 2N 22NN -_2N=22PNDNNNNNN=2ONDNN-22NNDNNNNDNNDNODN

bcl2
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Caso
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

1
2

Tipo

[ NCYRE 0 I O D G U T G G G G G PO G G O G G U G G O DU O P O G Y

NOS1C
1,25
6,75
3,00
8,67
7,00
4,50
7,50
6,25
3,00
7,50
8,25
8,50
8,75
4,50
5,25
3,75
2,50
9,50
8,25
8,75
9,75
7,50
6,50
5,33
4,75
4,25
3,25
8,75
7,50
5,50
6,50

NOS1Cb

NDNNN=2 =2 2 NDNDNNDDNPNNDNNONN 22N 2NN 2NN =2DNDDN 2N

NOSIN
1,00
7,75
4,00
7,00
6,50
4,50
7,50
6,75
3,00
6,75
8,50
8,50
10,00
4,50
4,50
3,75
1,75
9,25
8,00
9,50
5,75
7,25
6,25
4,67
6,75
4,75
3,25
8,75
7,50
9,00
9,75

NOSIN b

NN NN=2 2N 22NN 22 a2 aNNDNNNN=2PNDNNN 2NN -

NOS 2
3,00
3,00
4,00
4,50
5,50
3,50
1,00
4,00
6,50
3,25
5,50
3,50
5,00
2,50
3,00
4,00
4,00
5,50
5,00
6,00
4,00
9,50
3,50
2,50
4,00
5,50
2,00
4,50
9,00
5,50
6,50

NOS 2 b

N NN = AN aaaNN-a2 NN AaaaaappNNN-a A AN A A A

NOS 3
1,00
5,33
1,50
4,75
5,25
8,75
10,50
9,75
4,00
6,50
7,50
7,00
9,25
11,25
6,75
5,00
4,33
11,25
9,75
10,50
11,25
11,25
7,00
3,00
8,00
9,75
6,00
11,25
6,00
6,00
5,33

NOS3 b
1

NNNPNDNNNN_2NNMNNNMNNDNNNMNNNN=_2 A 22 A aaaNNDNNN-=22 =2 N

COX2
0,00
7,67
0,00
2,75
1,50
1,75
2,33
3,75
2,00
1,75
3,00
2,75
2,50
1,00
3,00
0,25
0,67
3,00
2,25
3,25
4,50
4,50
2,25
1,50
1,00
4,00
1,00
3,50
1,50
2,60
1,80

COX2 b
1

SN =222 2NN DNDNNNN=22 2N =_2DNDNDNNDN 2NN 22N

bcl2

[ NCYRE G O D G U D G G G G G PO G G O G G T D G O DA O PO G G Y
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Cont Anexo3

Caso Tipo NOS1C NOS1Cb NOSIN NOSIN b NOS 2 NOS 2 b NOS 3 NOS3 b COX2 COX2b bcl2 p53
3 2 7,00 2 10,50 2 7,00 2 5,67 2 2,60 2 2 2
4 2 7,50 2 10,50 2 7,50 2 5,33 2 3,40 2 2 2
5 2 7,00 2 10,50 2 7,00 2 5,20 2 3,60 2 2 2
6 2 7,50 2 9,75 2 7,50 2 6,00 2 4,00 2 2 2
7 2 7,00 2 9,75 2 7,00 2 6,33 2 4,00 2 2 2
8 2 9,00 2 12,00 2 9,00 2 6,67 2 6,00 3 2 1
9 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 5,60 3 2 1
10 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 4,40 2 2 2
11 2 7,50 2 12,00 2 7,50 2 6,33 2 3,40 2 2 2
12 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 3,20 2 2 2
13 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,33 2 4,60 2 2 2
14 2 7,50 2 10,50 2 7,50 2 6,33 2 5,20 3 2 2
15 2 8,00 2 11,25 2 8,00 2 6,00 2 4,20 2 2 2
16 2 6,00 2 9,25 2 6,00 2 4,67 1 1,40 1 2 2
17 2 6,75 2 11,25 2 6,75 2 5,67 2 1,60 1 2 2
18 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,00 2 2,00 2 2 2
19 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,50 2 2,00 2 2 2
20 2 7,50 2 10,50 2 7,50 2 6,00 2 3,00 2 2 2
21 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 8,00 2 3,60 2 2 2
22 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 5,20 3 2 2
23 2 8,50 2 11,25 2 8,50 2 6,00 2 4,20 2 2 2
24 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 6,00 3 2 1
25 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,33 2 5,20 3 2 2
26 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,33 2 7,00 3 2 2
27 2 6,00 2 9,00 2 8,00 2 6,67 2 5,50 3 2 2
28 2 7,00 2 10,50 2 7,00 2 6,00 2 5,40 3 2 2
29 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,33 2 6,00 3 2 2
30 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 5,00 2 2 2
31 2 7,50 2 10,50 2 7,50 2 6,33 2 5,60 3 2 2
32 2 4,25 1 8,67 2 5,67 2 5,67 2 0,20 1 2 2
33 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 5,67 2 1,20 1 2 2
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Caso Tipo NOS1C NOS1Cb NOSIN NOSIN b NOS 2 NOS 2 b NOS 3 NOS3 b COX2 COX2b bcl2 p53
34 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 0,80 1 2 1
35 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 5,00 1 2,80 2 2 2
36 2 7,33 2 8,25 2 5,50 2 6,00 2 2,60 2 2 2
37 2 7,33 2 9,00 2 7,33 2 5,00 1 3,00 2 2 2
38 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,33 2 4,25 2 2 1
39 2 8,00 2 12,00 2 6,00 2 6,00 2 3,60 2 2 2
40 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 5,00 1 1,40 1 2 2
41 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 5,40 3 2 2
42 2 7,00 2 10,50 2 7,00 2 4,50 1 4,00 2 2 2
43 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 5,33 2 5,60 3 2 2
44 2 6,00 2 12,00 2 6,00 2 6,50 2 5,25 3 2 1
45 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 2,33 1 2,75 2 2 2
46 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 5,83 2 6,00 3 2 2
47 2 5,33 1 12,00 2 8,00 2 6,00 2 3,00 2 2 2
48 2 6,00 2 9,25 2 6,00 2 5,20 2 1,00 1 2 2
49 2 5,25 2 8,50 2 5,25 2 5,00 1 0,80 1 2 2
50 2 7,50 2 10,50 2 7,50 2 5,60 2 1,40 1 2 2
51 2 7,33 2 11,00 2 7,33 2 5,33 2 3,80 2 2 2
52 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 3,40 2 2 2
53 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 4,00 1 4,25 2 2 2
54 2 8,00 2 11,00 2 8,00 2 6,00 2 4,00 2 2 2
55 2 7,00 2 9,75 2 7,00 2 6,00 2 2,80 2 2 2
56 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,40 2 3,60 2 2 1
57 2 7,00 2 10,50 2 7,00 2 6,33 2 3,20 2 2 2
58 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,33 2 3,75 2 2 2
59 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,33 2 4,80 2 2 2
60 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,67 2 3,40 2 2 1
61 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,67 2 4,20 2 2 2
62 2 8,00 2 11,25 2 8,00 2 6,33 2 3,80 2 2 2
63 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,33 2 4,20 2 2 2
64 2 5,25 2 7,75 2 5,25 2 5,67 2 0,40 1 2 2
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Caso Tipo NOS1C NOS1Cb NOSIN NOSIN b NOS 2 NOS 2 b NOS 3 NOS3 b COX2 COX2b bcl2 p53
65 2 5,25 2 7,50 2 5,25 2 5,33 2 0,40 1 2 2
66 2 6,75 2 10,50 2 6,75 2 6,00 2 0,40 1 2 2
67 2 6,67 2 9,00 2 6,67 2 5,60 2 1,80 1 2 2
68 2 8,50 2 10,50 2 8,50 2 6,00 2 2,40 2 2 2
69 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,00 2 3,40 2 2 2
70 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,33 2 3,00 2 2 2
71 2 7,33 2 11,00 2 7,33 2 6,00 2 3,75 2 2 2
72 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,33 2 3,60 2 2 2
73 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,33 2 4,20 2 2 2
74 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,00 2 3,40 2 2 2
75 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,33 2 4,00 2 2 2
76 2 8,00 2 12,00 2 6,00 2 6,00 2 3,80 2 2 2
77 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,33 2 4,20 2 2 2
78 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,67 2 4,80 2 2 2
79 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 7,00 2 4,00 2 2 2
80 2 5,50 2 8,50 2 5,50 2 6,33 2 0,40 1 2 2
81 2 5,50 2 7,00 2 5,50 2 6,33 2 1,00 1 2 1
82 2 5,50 2 7,50 2 7,33 2 5,00 1 1,25 1 2 2
83 2 6,25 2 9,75 2 6,25 2 6,00 2 1,40 1 2 2
84 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 4,67 1 2,80 2 2 2
85 2 7,33 2 8,25 2 5,50 2 5,00 1 2,60 2 2 2
86 2 6,50 2 9,75 2 6,50 2 6,33 2 3,20 2 2 2
87 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 3,40 2 2 2
88 2 5,33 2 10,50 2 5,33 2 3,00 1 1,50 2 2 2
89 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 5,60 2 4,00 1 2 2
90 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,00 2 3,60 2 2 2
91 2 8,00 2 12,00 2 8,00 2 6,00 2 4,20 2 2
92 2 7,50 2 11,25 2 7,50 2 6,33 2 4,40 2 2 2
93 2 1,00 1 3,33 1 0,75 1 8,20 2 0,00 1 2 2
94 2 2,00 1 4,50 1 2,00 1 7,50 2 0,00 1 2 2
95 2 2,67 1 4,67 1 2,67 1 11,00 2 0,00 1 2 2
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Caso
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

Tipo
2

N NN NNONNMNNNDNNDNNDNNDNDNNNNDNNMNNDNNNMNNMNNMNNNMNNNDNNDNDNDNDNDNDNNDNDNDNDNODDN

NOS1C
5,25
5,50
7,50
4,50
4,00
6,00
4,25
8,00
8,00
7,00
6,50
7,50
8,00
5,00
6,75
4,00
4,25
7,50
5,50
6,50
7,50
7,00
6,50
5,50
6,00
5,00
7,00
5,50
6,00
5,50
5,75

NOS1Cb

NDNNPNDNNNDNMNNNDMNPNODMDNMNNONN =2 2N =_2NNDNDNNMNNNNNMN=_2N =2 2NN

NOSIN
9,25
7,50

10,50
7,50
4,00
9,75
5,00
12,00
12,00
10,50
8,75
10,50
12,00
7,25
5,75
5,50
6,25
10,50
11,00
9,00
12,00
11,00
9,00
8,25
8,25
6,00
9,75
7,25
7,75
8,50
9,00

NOSIN b

N NN PNDNDNONMDNMNNNNNDNDNDNDNNDMNDMNDMNOMNMNNNDNDNNN=2S2DN=22DNMNDNDNDDNDDN

NOS 2
5,25
5,50
7,50
4,50
4,00
6,00
4,25
8,00
8,00
7,00
6,50
7,50
8,00
5,00
6,75
4,00
4,25
7,50
7,33
6,50
7,50
9,33
6,50
5,50
6,00
5,00
7,00
5,50
6,00
5,50
5,75

NOS 2 b
2

NN 22NN 2N _2NDNNDNDNNNNNN =22 2NN DNNDNDNNNNNNN =222 22NN

NOS 3
8,60
11,50
10,50
11,00
6,60
12,00
5,67
12,00
12,00
8,20
12,00
9,00
12,00
12,00
9,00
9,00
11,00
10,00
12,00
7,50
12,00
11,50
9,00
11,00
12,00
9,50
11,00
12,00
11,50
10,50
11,50

NOS3 b
2

NN NPNDNPNDNDNNMNDNNDDNDNPNODDNNMNNODNNNMNNNDDNNNDDNNMNNDNNDMDNNDDNDNNODDNMNNDNNDDNDDN

COX2
1,20
1,20
2,60
2,80
1,25
0,00
1,00
6,00
2,40
1,00
4,80
1,20
2,20
0,00
0,40
0,40
1,20
0,00
2,25
0,20
2,00
2,20
1,75
2,40
7,80
1,80
2,40
0,80
0,80
0,25
0,60

COX2 b
1

A A A AN A WN-AaAaNNAN-AAAAAAAaNN-aNWAaAaAAaAaNN-

bcl2

N
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Caso
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

Tipo
2

N NNNMNNMNNMNDNDDNDDNDDN

NOS1C
3,25
4,25
5,25
0,00
3,50
6,50
4,00
0,00
1,00
7,50
7,00

NOS1Cb

NN =2 a2 AN a2 AN A

NOSIN
8,00
9,00
8,25
0,00
5,25
9,75
9,00
0,00
0,00

11,25
11,25

NOSIN b

NN =2 =2DNDNDNDN-=22DNDNDNDN

NOS 2
3,25
4,25
5,25

X
4,67
6,50
6,00

X
2,00
7,50
7,00

NOS 2 b
1

NN =2 XNN=2 XN -

NOS 3
6,75
4,50
8,40
9,00
6,00
10,00
6,00

X
X
6,33
7,33

NOS3 b
2

NN X XDNDNMNNDNDDNDDN

COX2
0,25
0,00
1,75
0,50
0,50
4,50
1,00
0,00
2,00
2,75
3,25

COX2 b

N NN 2 AN a2 a4

bcl2

N

N NDNNDDNDNDDNDNDDNDDN
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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