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RESUMO 

Mercante AMC. O estudo imunoistoquímico da expressão das sintases 

do óxido nítrico, proteína p53 e cicloxigenase-2 em hiperplasias 

linfóides de padrão folicular e em linfomas não-Hodgkin folicular. São 

Paulo; 2005. [Dissertação de Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

INTRODUÇÃO: O óxido nítrico (NO) pode induzir a apoptose. A expressão das 

três isoformas de sintase do óxido nítrico (NOS) é descrita em várias 

neoplasias, inclusive nos linfomas de células 8. A apoptose é um dos 

mecanismos reguladores da proliferação do centro germinativo. E a inibição da 

apoptose é o principal defeito molecular dos linfomas foliculares (LF) . Algumas 

das ações do NO é a estimulação da produção de COX2 e o acúmulo da 

proteína p53. As NOS são expressas nos LF , mas não há dados na literatura 

sobre a expressão das NOS nas hiperplasias foliculares (HF). O presente 

trabalho compara a expressão de NOS1 , NOS2, NOS3, p53 e COX2 em HF e 

LF com o objetivo de entender a sua participação nos dois processos 

patológicos. MATERIAL E MÉTOD~S: Foram confeccionados dois bloco~ ~e 

array, com cores de 1 mm, amestrados em duplicata de 90 casos de LF e 137 

casos de HF, respectivamente. Foi realizada a imunoistoquímica em lâminas 

duplicadas utilizando-se os anticorpos anti-NOS1 -NOS2, -NOS3, -p53 e -

COX2. Os resultados foram interpretados de acordo com a intensidade da 

reação (negativa=O; fraca=1 ; moderada=2; forte=3) e número de células 

coradas (<1 °/o=O; 1 °/o-1 0°/o=1; 11 o/o-50°/o=2 ; 50°/o-90°/o=3, maior que 90°/o=4). Os 

resultados individuais (intensidade e freqüência) foram multiplicados. Seguido 

do cálculo da média dos resultados das quatro observações. As médias obtidas 

foram categorizadas como se segue: 0- 5= negativo e 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 estatística descritiva, 

observou-se que a freqüência de marcação da expressão das três isoformas de 

NOS foi maior nas HF (NOS1 c= 86,9°/o, NOS1 n= 94,2°/o , NOS2= 88 ,9°/o , e 

NOS3= 91 ,1 °/o) , que nos lF (NOS1 c= 75,0°/o, NOS1 n= 72,7°/o, NOS2= 17,8°/o, 



e NOS3= 78,7°/o). O p53 foi positivo em 64,4°/o dos LF, em contrapartida, 

apenas 6,7°/o das HF foram positivas para esse antígeno. Observou-se ainda, a 

associação entre os grupos (LF e HF), segundo cada uma das três isoformas de 

NOS (NOS1 c*, NOS1 n**, NOS2**, NOS3***), p53**, exceto para o COX2 

(p=0.088). Não se evidenciou associação entre os antígenos: 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) parq o grupo das HF. Há 

associação apenas entre os antígenos p53 e COX2 (p= 0.015) no grupo das 

HF. CONCLUSÕES: Os resultados do presente trabalho mostram um 

predomínio na freqüência de expressão das isoformas de NOS nas HF. 

Considerando que os mecanismos de apoptose estão ativados nas HF e 

inibidos nos LF . Logo, a produção do NO, pelo aumento da freqüência de 

expressão de NOS nas HF, deve estar associada à estimulação do mecanismo 

de morte celular do centro germinativo ativado das HF. Há relação inversa da 

freqüência da expressão de NOS2 e p53 nas HF, enquanto que nos LF a 

expressão da p53 está aumentada, sugerindo que o NO possa participar na 

patogênese do LF. A não-associação (p<0.05) entre os antígenos (NOS2 com 

p53 ou COX2) corrobora, conforme dados da literatura, em que a ação de NO 

pode ser tipo celular dependente. 

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



SUMMARY 

Mercante AMC. [The immunohistochemistry study of the expression of 

the nitric oxide synthases, cyclooxygenase-2, p53 protein in follicular 

lymphoid hyperplasia and in follicular non-Hodgkin's lymphomas]. São 

Paulo; 2005. [Dissertação do Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

INTRODUCTION: The nitric oxide (NO) can introduces apoptosis. The 

expression of the three isoforms of nitric oxide (NOS) is described in 

severa! cancers, as well as in B cell lymphomas. The apoptosis is one 

of the regulators mechanisms of the proliferation in the reactive 

germinai center -and the inhibition of apoptosis is the ma in molecular 

defect of the follicular lymphoma (HF). Some of the multiple action of 

NO 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 NOS 1, NOS2, NOS3, p53 and COX2 in 

HF and LF in arder to understand its participation in the two 

pathological processes. MATERIAL ANO METHODS: Two blocks of 

array had been manufactured with cores of 1 mm, shown in duplicate of 

90 cases of LF and 137 cases o f H F, respectively. The 

immunohistochemistry was done in slides in duplicate using the 

antibodies anti-NOS 1, -NOS2, -NOS3, -p53, -COX2. The results had 

been interpreted according to the intensity of the reaction (negative=O, 

weak=1, moderate=2, strong=3) and the number of staining cell 

(<1 °/o=O, 1-1 0°/o=1, 11-50°/o=2, 59-90°/o=3 and bigger than 90°/o=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 ave r than 1 0°/o of positive cells. The results 

were compared using the Pearson's chi-square test and Fisher's exact 

test. RESUL TS: In the descriptive statistics, it was observed that the 

frequency of staing of the expression of the three isoforms of nitric 

oxide, was bigger in the HF (NOS1 c= 86, 9°/o, NOS1 n= 94, 2°/o , NOS2= 88, 

9°/o, e NOS3= 91,1 °/o) than in the LF (NOS1 c= 75,0°/o, NOS1 n= 72,7°/o , NOS2= 

17,8°/o, e NOS3= 78,7o/o). The p53 was positive in 64, 4°/o of the LF, but, 

on the other hand, only 6.7°/o of the HF had been positi.ve for this 

antigen. lt was also observed, the association between the groups (LF 

and HF), according to each one of the three NOS isoforms (NOS1 c*, 

NOS 1 n **, NOS2 **, NOS3 ***), p53 **, except for the COX2 

(p=0.088). The association between antigens was not evident: NOS2 

and COX2 (p = 1, O); 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 = O, 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. lt influence in 

production of NO. Considering that the mechanism of apoptosis are 

activated in the HF and inhibited in the LF. These data lend support · 

that the NO/NOS might be associated to the stimulation of mechanism 

of cellular death of the activated germinai 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 

NO can take part in pathogenesis of follicular lymphoma. The not­

association between the antigens (NOS2 with p53 ar COX2) agree with 

data of literature, where the action of NO 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 INTRODUÇÃO 

A hiperplasia folicular (HF) e o linfoma folicular (LF) 

são entidades que originam se da mesma célula (centrocitos e 

centroblastos) presentes no centro germinativo (SOARES et ai. 2000 e 

HARRIS 1999). Talvez isso possa justificar a semelhança morfológica 

entre as duas entidades, sendo o linfoma folicular o principal 

diagnóstico diferencial da hiperplasia folicular reativa (CHAN e TSANG 

1996), apesar da grande diferença do ponto de vista molecular descrita 

nessa dissertação. Longe de ser um modelo de progressão tumoral, 

mas apresentando a apoptolSe como seu principal mecanismo na 

patogenia tanto da HF quanto do LF (VOUTSADAKIS (2000). Estas duas 

características mesma célu_las de origem e apoptose na patogenia, 

tornaram as duas entidades possíveis modelos de ações diferentes 

entre moléculas que participam da apoptose. Sabe-se que a apoptose 

ser regulada por numerosas moléculas como o óxido nítrico, proteína 

p53 e cicloxigenase2. O presente trabalho compara a expressão 

imunoistoquímica de NOS1, NOS2, NOS3, p53 e COX2 em HF e LF com 
~ 

o objetivo de entender a1 participação dessas moléculas nos dois 

processos patológicos, cuj tl mecanismo de apoptose faz se presente. 

1.1 HIPERPL.ASIA FOLICULAR 

As linfadenopatias reacJonaJs compreendem um grande grupo de 



reações imunes do tecido linfóide a diversos estímulos. Essas podem ser de 

vários padrões. morfológicos e definidos conforme o compartimento 

fisiomorfológico como foliculares , paracorticais, histiocitose sinusal , 

fibrosante, necrosante ou mista (SOARES et ai. 2000). Talvez a resposta 

mais comum dos linfonodos à estimulação imune seja a formação de centros 

germinativos reacionais (folículos secundários) em um quadro conhecido 

como hiperplasia folic~lar. É nesse tipo de reação que haverá a maturação 

das células 8 para a produção das células de memória. 

A formação do centro germinativo (CG) dos folículos reacionais tem 
I 

sua fisiologia bem conhecida. Ocorrendo o contato com um antígeno, as 

células apresentadoras de antígenos estimulam a migração de células 8 

virgens circulantes, via linfáticos aferentes, para os linfonodos loco-regionais. 

' Inicia-se então o processo de formação do folículo linfóide secundário. Em 

um processo de duração aproximada de 72 horas, há a proliferação de 

células 8. As células N naive se desdiferenciam em centroblastos, que se 

agregam em um dos pólos do CG para a formação da zona escura. Neste 

momento há também a proliferação de células T em grau menos intenso. Os 

centroblastos sofrem hipermutações somáticas quando passam a se 

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

as células T CD4+CD57- formam a zona clara do CG. As células dendríticas 

foliculares irão processar o antígeno e apresentá-las aos centrocitos, que 

serão diferenciadas em células 8 de memória. Quando ocorre a interação 

entre os centrocitos e as células T a produção de centroblastos diminui, 

levando a regressão do CG. Essa célula de memória caracteriza-se 

inicialmente pela expressão de imunoglobulina D (lgD), sofrendo uma 

: r~,; .. 
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expansão clonal e migrando para a zona medular como imunoblastos e 

plasmócitos. Vale ressaltar que as células T ativadas ainda migrarão pelos 

linfáticos eferentes (SOARES et ai. 2000). Nas etapas da formação e~ 

regressão dos centros germinativos os mecanismos da proliferação celular e 

apoptose têm um papel muito importante. Aquelas células B que não se 

diferenciam em células B de memória sofrem apoptose, iniciando o processo 

e regressão do CG. 

A hiperplasia folicular é caracterizada morfologicamente por folículos 

de tamanhos e formas variadas, com zona do manto bem definida e 

separados por zonas interfoliculares facilmente identificadas. Os folículos 

são constituídos por população polimorfd de células, representados por 

-
centroblastos e centrócitos. Esses exiberr distribuição polarizada no centro 

germinativo formando a zona clara e a zor u escura , conforme já referido. Os 

macrófagos de corpo tingido, freqüente ; figuras de mitoses e células 
I 
I 

' apoptóticas são facilmente identificaqJs de permeio nos centros 

germinativos hiperplásicos. 

O imunofenótipo característico é a ausência de expressão da 

oncoproteína bcl2 nos centros germinatiHDS hiperplásicos (HARRIS 1999), 

onde o mecanismo de apoptose está a .. \Jado (VAN EIJK et ai. 2001). A 

proteína bcl2 apresenta marcação posit i ~·'a na zona do manto, a qual é 

representada por linfócitos maduros : Raramente observa-se essa 

positividade dentro do CG, esses casos pr'.dem ser explicados pela presença 

de células maduras nesta região (MUSIA .,;-fJWICZ et ai. 2003). 
~ ~ 

O linfoma folicular é o principal diti gnóstico diferencial da hiperplasia 

folicular reativa. Em muitos casos, os quadros morfológico e citológico 
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permitem a diferenciação, porém em alguns casos somente o estudo 

imunoistoquímico e molecular podem distinguí-los (CHAN e TSANG 1996). 

1.2 LINFOMA FOLICULAR 

Os linfomas foliculares são neoplasias de células 

B originadas no CG e são classificados em três categorias pela OMS 

(JAFFE et ai. 2001; PAES et ai. 2002). Essa entidade corresponde aos 

linfomas centrofoliculares da classificação REAL e é considerado um linfoma 

não-Hodgkin de baixo grau. Por defin ição são neoplasias de células B 

compostas por centrócitos e centroblastos, em sua maioria apresentam um 

padrão de crescimento_predominantemente folicular (HARRIS 1999). 

Clinicamente os linfomas foliculares são o tipo 

mais comum de linfomas não-Hodgkin ,~ ! a adulto, cuja maior ocorrência está 

entre 50 e 60 anos, sendo virtualmen }n inexistente antes dos 25 anos. A 
'i. 

maior parte dos pacientes tem o diagnó~;tico tardio. Essa entidade apresenta 
·'J ' . 
i' 

evolução clínica caracterizada por pE ~ t7·íodos de remissão e recaída , com 

) 

sobrevida variando de 7 a 1 O anos, ~endo o óbito em geral secundário a ,. 
doença refratária ou a transforma ~,ao para linfoma de alto grau de 

malignidade (PETERSON 1999; SOAI ~ ES 2001). 

~ 

O aspectc;{ morfológico é caracterizado por 

composição celular polimorfa, com p : ·f~sença de centrócitos e centroblastos, 
!~ 

formando arranjo arquitetura! nod ~ ~l ar (folículo) e áreas difusas com 
. ~ 

proporções variáveis (HARRIS 1999; : ~ATWANI et ai. 2001; SOARES 2001). 
r 

Os centroblastos são células gré,(ldes não clivadas, com cromatina 

;_,, • ,;;,; _· ,~ -:::• c:::·:~"\:;.,··~ 

i 
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vesiculosa, usualmente nucléolo pequeno localizado na periferia e rima de 

citoplasma basofílico. Os centrócitos são células menores clivadas com 

núcleo irregular alongado, cromatina dispersa e nucleólo inconspícuo, 

usualmente não se evidencia o citoplasma. Não há consenso entre os 

patologistas a respeito da melhor forma de classificar os linfomas fol iculares. 

A técnica proposta por Mamm e Berard, citados por (HARRIS 1999, p.12.2) 

para a classificação dos linfomas foliculares é baseada na contagem dos 

centroblastos. Essa entidade pode ser classificada em três graus: grau I= O a 

5 centroblastos/1 campo de maior aumento (CMA), grau li= 6 a 15/CMA, grau 

111= maior que 15/CMA. A vantagem dessa classificação (contagem do 

número de células) é a maior reprodutibilidade quando comparada com o 

uso da proporção estimada. Mas algumas críticas referem-se ao método 

como tedioso e quando usado em diferentes microscópios, sem a devida 

correção, pode levar a classificação errônea. 

O imunofenótipo característico, mas não 

absolutamente específico, é a ausência de marcação para o CD5 e, 

usualmente, de CD43 negativo. Freqüentemente, observa-se expressão do 

marcador CD1 O. A grande maioria dos LF apresentam translocação t(14; 18), 

que leva ao rearranjo do gene bcl2. Essa translocação pode ser 

demonstrada pela superexpressão imunoistoquímica da oncoproteína bcl2 , 

contrastando com centros germinativos reativos que são bcl2-negativo 

(HARRIS 1999). A expressão da proteína bcl2 pode ser heterogênea, pois 

os centroblastos tendem serem negativos, enquanto que os centrócitos 

geralmente são positivos (FALINI e MASON 2002) . 

A oncoproteína bcl2 tem função anti-apoptótica, e 
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como conseqüência da sua superexpressão ocorre um aumento da 

sobrevida das células neoplásicas do LF (VIARDOT et ai. 2003). Vários 

estudos sugerem que na patogênese do LF é importante a inibição de 

apoptose dos centros germinativos (HOLLOWOOD e MACARTNEY 1991 ). 

No estudo comparativo de VOUTSADAKIS (2000), foram avaliados 

quantitativamente, centros germinativos de linfomas foliculares e 

hiperplasias foliculares reativas, observou-se que o índice de apoptose é 

maior nos folículos reativos que nos neoplásicos. Esses resultados 

confirmam que a redução da apoptose é um importante fator para a 

patogênese dos linfomas foliculares. Conclui se com isso, que o mecanismo 

de apoptose encontra-se ativado na HF e inibido nos LF. 

1.3 APOPTOSE 

A apoptose é um tipo de morte celular de grande 

importância nas inúmeras funçêf s biológicas fisiológicas e nos processos 

patológicos, como por exemplc1 no câncer. A apoptose é caracterizada 
·I 

morfologicamente pelas altera ~ ;ões ~a estrutura celular como: retração 

celular, condensação da crom r~~ tina, fragmentação nuclear, formação de 
' 

bolhas citoplasmáticas com po~ ; :erior fragmentação da célula e por fim a 

formação de corpos apoptóticos (GESKE e GERSCHENSON 2001 ). 

Do ponto de vista molecular, a apoptose é o efeito 

final da ativação da cascata das caspases. As caspases são uma família de 

proteases intracelulares separadas em dois grupos com funções distintas: 

caspases iniciadoras (caspases 2, 8, 9, 1 O) e efetoras (caspases 3, 6 e 7). A 
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diferença entre elas é estrutural, sendo que as caspases iniciadoras têm pró­

domínio N-terminal longo, enquanto que as efetoras têm este pró-domínio 

curto (REED 2001 ). As caspases são sintetizadas como pró-caspases, que 

para serem ativadas cuja ativação depende de reação proteolítica (WALKER 

et ai. 1994 ). Há duas vias reguladoras principais da ativação da cascata das 

caspases. A primeira, conhecida' como via de morte, representada pela 

superfamília do fator de necrose tumoral (TNF, do inglês tumor necrosis 

factor), cujos principais elementos são o FAS (FAS, do inglês fibrolast­

associated ce/1 surface) e o ligante do receptor FAS (FASL). A segunda via 

é a mitocondrial, com várias proteínas com ações pró e anti-apoptose, cuja 

atividade é mediada através da liberação do citocromo C. 

A via dos receptores de morte transmite sinais 

externos para o citoplasma atray1c§s do ligante, que se acopla aos respectivos 

receptores da membrana. Estel :· receptores de membrana têm um domínio 

interno que ·é capaz de ligá-lo às proteínas adaptadoras, que por sua vez 

ativam as caspases. São conhecidos vários receptores de morte em 

humanos, sendo os principais: i=As, TNFR1, DR3, DR4, DR5 e DR6 (REED 

2001; SCHUL TZ e HARRINGTON 2003). Um dos exemplos fisiológicos mais 

bem estudados é a promoção da apoptose nos linfócitos T citotóxicos e 

células "naturai-Killer". Essas células produzem o FASL, que associam se ao 

FAS na membrana. Este complexo formado tem um domínio de ligação para 

outra proteína chamada FAAD (do inglês FAS-association death domain). 

Finalmente, a formação desse complexo ativa a pró-caspase 8, iniciando a 

cascata das caspases. Esse é um mecanismo importante para o equilíbrio 

do sistema imunológico (REED 2000). 
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A via intrínseca ou mitocondrial é med iada pelo 

citocromo C, que é liberado pela mitocôndria em resposta a vários estímulos. 

Uma vez l.iberado no citoplasma, o citocromo C associa-se ao fator ativador 

de proteases-1 (Apaf1, do inglês apoptosis protease activating factor-1) e 

dATP, sendo este complexo o responsável pela ativação da caspase 9, 

desencadeando a ativação da cascata efetora da apoptose (REED 2000). 

Há trabalhos que sustentam a hipótese que a abertura do poro na 

membrana mitocondrial associa-se a diminuição da função da membrana e, 

por conseqüência, há influxo de fluído para o interior da membrana. 

Ocorrendo com isso, a ruptura da membrana mitocondrial e liberação de 

proteínas pró-apoptóticas (VANDER HEIDEN et ai. 1997). 

Na literatura há numerosos trabalhos (REED 2000 e 2001; 

VOUTSADAKIS 2000; NAKAGAWA et ai. 2000; SUN et ai. 2002 ; SCHUL TZ 

e HARRINGTON 2003) que descrevem os mediadores químicos e que 

explicam os mecanismos pelos quais estas moléculas podem ativar ou inibir 

a cascata das caspases deflagrando a apoptose. 

1.3.2 Família das proteínas bcl2 

A família bcl2 é constituída por membros pro­

apoptóticos (bak, bax, bad, bid, bcl-x, Noxa) e anti-apoptóticos (bcl-2, 

bci-XL, bcl-w e bad) (SCHUL TZ e HARRINGTON 2003). Essa famíl ia de 

proteínas é também chamada guardiã da mitocôndria e participa do controle 

da via intrínseca da apoptose. 

O balanço entre as proteínas pró e anti­

apoptóticas é o que determina o controle da via mitocondrial da apoptose 



(REED 2000; VOUTSADAKIS 2000). Essas proteínas da família bcl2 estão 

localizadas na membrana mitocondrial externa (VOUTSADAKIS 2000), · no 

retículo endoplasmático (NAKAGAWA et ai. 2000) e nas membranas 

nucleares (NAHTA e ESTEVA 2003). A função dessas proteínas pode ser 

demonstrada na ação de membros anti-apoptóticos como o bcl2 , podendo 

este prevenir esta liberação do citocr9mo C (SUN et ai. 2002) . 

A superexpressão da proteína bcl2 pode ser 

observada em cerca d~ metade das neoplasias malignas (JAHRSDORFER 

et ai. 2002). Nos tumores sólidos essa superexpressão ainda não tem seu 

mecanismo bem conhecido (NAHTA e ESTEVA 2003). Uma das hipóteses 

para explicar essa superexpressão seria a baixa função da p53, a qual é 

observada em rr1ais da metade dos tumqres sólidos (REED 1997). O gene 

BCL2 é reprimido pela p53, a mutação do Tp53 faz com que a p53 não 

reprima o gene BCL2, o que permite o ·aumento dos níveis celulares da 

proteína bcl2. Portanto, os altos níveis ri-8 bcl2 podem ser secundários ao 

efeito da mutação do Tp53 (NAHTA e E ~)TEVA 2003). A outra hipótese da 
, 
' superexpressão da proteína bcl2 é a hi p ~Jmetilação do gene BCL2, como é 

observado em pacientes com leucemia ,, nfocítica crônica (REED 1995). Nas 
i' 

neoplasias de células B a superexpress ~. o da proteína bcl2 é explicada pela 

translocação do t(14; 18) na maioria do~+· casos (ONG et ai. 1998; FALIN I e 
:~ 

MASON 2002). Nos LF esta translocaçã ~ é encontrada em torno de 80- 90°/o 

(VIARDOT et ai. 2003). A superexpress~~ .) bcl2 é considerada um importante 
( 

fator relacionado à resistência de m~ltiplas drogas e refratariedade a 

quimioterapia (REED 1997; BONETTI ;' et ai. 1998; MANO et ai. 1999; 

CONDON et ai. 2002). 
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A expressão do bax também pode ser controlada 

pela proteína p53, uma de suas funções é ativar a transcrição de genes, 

como o BAX, gene envolvido na ativação da apoptose. Nos tumores, os 

quais a proteína p53 está mutada, a produção da proteína bax não é ativada 

(GESKE e GERSCHENSON 2001) . 

1.3.1 Proteína p53 

Outro importante regulador da apoptose é a 

proteína p53. Esta proteína tem o papel bastante conhecido na 

carcinogênese humana (IGNEY e KRAM~AER 2002), sendo que a mutação 

do Tp53 é o evento genético mais comun1 nas neoplasias malignas (CHANG 

et ai. 1993; GESKE e GERSCHENSON :1001; VOUSDEN e LU 2002). Esta 

proteína está envolvida também na inibição da proliferação celular 

(MORGAN et ai. 2002). Camundongos kr-Dckout, para o TP53, apresentaram 

um desenvolvimento embriogênico e u ~r la grande freqüência de tumores 

DONEHOWER et ai. 1992). A atividadE, ·apoptótica da proteína p53 ocorre 

pela indução da transcrição de outros g':;.nes pró-apoptóticos, ou interagindo 

diretamente com algumas proteínas, co1 :io Apaf1 e caspase 9 (CAELLES et 
,• 

ai. 1994; GESKE e GERSCHENSON : .~001 ). Um dos genes que pode ser 

regulado pela p53 é o BAX, membro p! :·)-apoptótico da família BCL2 (ASHE 

e BERRY 2003; GESKE e GERSCHEN ;:;ON 2001) . Outro gene que tem sua 

transcrição influenciada pela proteíné.1• p53 é o gene FAS (GESKE e 
,, 

GERSCHENSON 2001). 

Como citado ~.1.nteriormente, a mutação do TP53 é 

um dos eventos mais freqüentes na tL ~! norigênese humana (CHANG et ai. 
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1993; GESKE e GERSCHENSON 2001; VOUSDEN e LU 2002) . No entanto, 

a mutação da proteína p53 é um evento menos freqüente na tumorigenese 

das neoplasias hematológicas malignas, quando comparado com os tumores 

sólidos (SHAMINIE et ai. 2005). A expressão IQ da proteína p53 pode ser 

independente da mutação do TP53 , como foi observado em um estudo de 

53 casos de linfomas de células 8 extranodal , sendo que 50°/o dos linfomas 

grau 1 expressaram a proteína p53 e aper"!as 33°/o apresentaram mutação do 

TP53 (TAl et ai. 2004). A proteína p53 também poder ser observada em 

condições benignas como nos CG hiperplásicos, cuja expressão não é 

sinônimo de malignidade, nem de mutação do TP53, todavia pode ser 

explicada pela relação da proteína p53 com a proliferação celular (MATEO et 

ai. 1995). A proliferação celular está presente nos CG hiperplásicos 

(SOARES et ai. 2000). 

ICHIKAWA et ai. (1993) relataram que em apenas 

20°/o dos casos de Linfomas não-Hodgkin de células 8, e aqueles com curso 

mais agressivo, apresentaram mutação deste gene. Dezessete casos de LF 

da Ásia foram analisados nesse estudo, sendo observado correlação 

positiva entre a mutação e a expressão do TP53 nos casos LF 

transformados em alto grau (SHAMINIE et ai. 2005). 

1.3.3 Cicloxigenase 2 

A cicloxigenase-2 (cox2) é uma enzima que 

participa da síntese das prostaglandinas, convertendo o ácido aracdônico 

em prostaglandina H2 (SMITH et ai. 2000). Uma de suas ações mais 

importantes está na inibição da apoptàse, promovendo com isto o 
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crescimento tumoral (CAO e PRESCOTT 2002). Em modelos animais e em 

estudos in vitro, a cox2 participa na promoção do crescimento celular 

(KIMURA et ai. 2000) , na prevenção de apoptose (FONTE H et ai. 2001) e no 

aumento da adesão e motilidade celular (DOHADWALA et ai. 2001 ; SHENG 

et ai. 2001 ). Há vários relatos na literatura da participação da cox2 na 

patogênese das neoplasias, incluindo câncer de estômago, cólon e linfomas 

de células B. TATSUGUCHI et ai. (2004), estudando 107 adenocarcinomas 

gástricos, sugere que a cox2 contribui para o desenvolvimento do câncer 

gástrico, pois promove a angiogênese e· inibi a apoptose. OSHIMA et ai. 

(1996) relataram que em camundongos knockout para o gene APC, um 

modelo de polipose adenomatosa fami lial, houve redução dramática do 

número e do tamanho dos pólipos, com a Jnibição da cox2, inferindo com isto 

sua participação nos primeiros passos da carcinogênese colônica . Em 

linhagens de linfomas de células B e de ,;élulas B primárias, originárias de 

voluntários normais, foi demonstrada u 11a diminuição do cox2 nos dois 

grupos com o uso de inibibores de cox2· (CelecoxibR). Esse efeito resultou 

no aumento da apoptose em 85°/o dE todas as linhagens de células 

examinadas. Conseqüentemente, o re~..: Jitado inferiu que o aumento da 

expressão e da atividade da cox2 contriLp i para a patogênese dos linfomas 

de células B (WUN et ai. 2004). 

1.3.4 Óxido nítrico i~ as suas sintases 
} 

O óxido nítri1 :;~:> (NO) é considerado um radical 

livre, pois apresenta ·um elétron não par i: !ado em sua órbita externa. O NO é 

um importante mediador biológico d-:: diversas funções em animais e 
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humanos, tendo a capacidade de reagir com outros radicais livres e metais 

pesados. O NO é produzido a partir de uma reação enzimática, na qual o 

substrato L-arginima é convertido em L-citrulina e NO. Essa reação é 

catalizada pelas sintases do óxido nítrico (SINGH e EVANS 1997). 
I 

As sintases do óxido nítrico (NOS, do inglês Nitric 

Oxide Synthase) são uma família de enzimas representadas por três 

isoformas diferentes. São classificadas respeitando-se a ordem histórica de 

purificação das enzimas, ou baseando-se no tipo celular no qual a enzima 

foi originalmente descrita, a saber: 

NOS1, sintase de oxido nítrico neuronal (nNOS) ; 

NOS2, sintase de oxido nítrico induzida (iNOS) ; 

NOS3, sint~se de oxido nítrico endotelial (eNOS). 

As isoformns são codificadas por genes distintos. 

Em humanos as isofomas NOS1, NOS2 e NOS3 são codificadas nos 

cromossomos 12, 17 e 7, respectivan)ente (FORSTERMANN et ai. 1995). As 

isoformas NOS1 e NOS3 são form ,:iS constitutivas, sendo dependente de 
,·, 

cálcio e calmodulina para sua ativa~ão e produzem pequenas quantidades 
:~ 

de NO. A isoforma NOS2 foi originél ymente descrita em macrófagos murinos 
· , 

ativados, podendo produzir alta~1 .! concentrações de NO (nmoles). Sua 

síntese é induzida por vários fator6 i>, dentre eles as citocinas e sua ação é 

independente de cálcio (FORSTEir MANN et ai. 1995 e 1998; SINGH e 

EVANS 1997). 

O NO pa · :icipa de vários mecanismos fisiológicos 

e patológicos. No câncer, o NO a1~ resenta dualismo funcional, com ações 

pró e anti-tumorais. Os seus efeit< i·5 são modulados por interação direta e 
I 
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indireta, e também são influenciados pela concentração e tipo específico de 

célula envolvida (KIM et ai. 2001 ). Diversos mecanismos foram propostos 

para representar situações clínicas e experimentais distintas para explicar 

esse dualismo funcional. Como exemplo o trabalho de SHEN et ai. (1998) 

em que na cultura de células endoteliais observou-se que baixas 

concentrações de NO podem contribuir para a sobrevida das células e que, 

pelo contrário, as altas concentrações podem promover a destruição celular. 

MANNICK et ai. (1994) observaram que o NO tem função na regulação da 

inibição da apoptose e manutenção da latência viral, quando verificaram que 

linfócitos B infectados pelos vírus de Eipstein-Barr, e também a linhagem 

celular de linfoma de Burkitt são capazes de produzir NO. Nesse 

experimento, a quantidade de NO produzida foi capaz de inibir a apoptose 

dos linfócitos. Em outro estudo de um modelo experimental de linfoma de 

células B murino observou-se nas análises imunoistoquímicas positividade 

somente para a NOS2, encontrada em macrófagos e nas células endoteliais 

do tumor. Também observou se nos camundongos, que apresentavam o 

tumor, maior concentração de nitratos excretados na urina em comparação 

com os animais controles (TAMIR et ai. 1995). 

1.3.5 Correlação entre cox2 e NOS2 

Há correlação entre as vias de ativação do NOS2 

e cox2. Experimentos usando-se cicloxigenase (cox) purificada mostraram 

em condições fisiológicas a ligação do NO a um sítio específico do cox (TSAI 

et ai. 1994 ). Esse mecanismo de interligação é complexo e ainda não está 
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totalmente esclarecido. Os eicodanoids podem reduzir a expressão de NOS2 

e a produção de NO. O NO modula a formação de prostaglandina H2 

(SALVEMINI et ai. 1993; TETSUKA et ai. 1994, WEINBERG 2000). Essa 

interligação também foi observada em células epiteliais colônicas 

imortalizadas de camundongos (MEl et ai. 2000) . Esses autores estudaram 

três linhagens de células de câncer colônico '(HCA7, HT29 e HCT116), 

tratadas com diferentes concentraçõe-s de S-nitrosoglucationa , foi observado 

o efeito do NO nas células in vitro e sua relação com a expressão e atividade 

do cox2. Sendo encontrada uma correlação positiva entre NOS2 e cox2 . Na 

literatura há ainda, trabalhos correlacionando NOS2 com a atividade da cox2 

(FANTAPPIE et ai. 2002). Esse trabalho avaliou cox2 e NOS2, através de 

métodos imunoistoquímicos (IQ) , ~ Jo rthen e Westhen Blot, linhagens de 

células de hepatocarcinoma humarh)S. Esses autores observaram que há 
~ 

inibição da produção de NO por init;; idores de cox2, inferindo a interligação 
t 

entre as vias cox2 e NOS2 (FANTi,~.PPIE et ai. 2002 e GALLO et ai. 2003). 
l -. \ 
~ . • 

Estudos recentes inferem que esta ~~teração , cox2/NOS2/NO, pode envolver 
( 
I 

vias transcrição da B catenin/TCF -- ~EF em células de câncer coloretais (LIU 

et ai. 2004). Outra possibilidade " .~ria a inativação da p53 pelos produtos 

(PG) da cox2, resultando na inibh; ;3o da apoptose (MOOS et ai. 2000; RAO 

et ai. 2004 ). 

1.3.6 Consicl~~rações 
~; 

; . 

Pela rE::l isão da literatura até aqui apresentada, 
; 

~ 
pouco se sabe a respeito da 1t resença de NO em neoplasias linfóides 

I 

malignas humanas. Embora a fisiplogia da formação da resposta imune nos 
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linfonodos esteja bem conhecida, não há trabalhos relacionando a 

expressão das isoformas NOS, cox2 e p53 nas hiperplasias linfóides de 

padrão folicular e nos linfomas não-Hodgkin foliculares. Não há 

conhecimento de como é a expressão das NOS, bem como se ela ocorre 

nas hiperplasias linfóides. É bastante lógico que isso ocorra, uma vez que os 

Linfomas não-Hodgkin de células B as expressam. Fato observado no 

trabalho de MENDES et ai. (2001 ), q uE~ todos os linfomas foliculares foram 

positivos para NOS 1 e NOS2. Portan tC), para entender a participação da 

NOS, cox2 e p53 nos processos de formação do Linfoma Folicular e 

Hiperplasia Folicular foi proposto o presente trabalho. 
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2 OBJETIVO 

Considerando que a apoptose é o evento celular 

mais importante na patogênese do Linfoma Folicular. O objetivo no presente 

trabalho é estudar a expressão IQ comparativa das isoformas de NOS, cox2 

e proteína p53 nas Hiperplasias Linfóides de padrão folicular e nos Linfomas 

Foliculares. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 CASUÍSTICA 

· A partir das informações no arqu1vo do 

departamento de Anatomia Patológica do Centro de Tratamento e Pesquisa 

do Hospital do Câncer A.C. Camargo-Fundação Antônio Prudente, foram 

selecionados 90 casos de linfomas não-Hodgkin foliculares (LF) e 137 de 

hiperplasias linfóides de paarão folicular (HF). Desses últimos, 92 casos 

eram de tonsilas faríngeas. O período abrangido foi de 1980 a 2001. Após o 

resgate de todas as lâminas e blocos de parafina dos casos, novas lâminas 

de hematoxilina e eosina (H. E.) foram confeccionadas. Os casos de linfoma 

folicular foram reclassificados segundo a OMS (JAFFE et ai. 2001 ). Os 

critérios de inclusão para os LF foram os seguintes: caso fosse de grau 

arquitetura! I (ou seja, mais do que 75°/o de área nodular) e de baixo grau 

citológico (ou seja, com menos de cinco centroblastos por campo de maior 

aumento). Esse critério de seleção está ilustrado na Figura 1. Para os casos 
; 

de hiperplasia folicular foran1 considerados os casos com evidente formação 

de centros germinativos, mas com preservação da arquitetura linfonodal e 

tonsilar, conforme ilustrado nas Figuras 2 A I 2 B. Todos os casos foram 

submetidos a reação imunoistoquímica, visando a detecção da proteína bcl2 

para a confirmação diagnóstica. A expressão da oncoproteína bcl2 foi 

positiva em 1 00°/o dos LF e negativa nos centros germinativos em 1 00°/o dos 

casos de hiperplasia folicular. 
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2 CONFECÇÃO DO TISSUE MACROARRAY 

(TMA) 

Após a preparação das lâminas pela coloração de 

hematoxilina e eosina (H.E.) dos blocos selecionados, estas foram 

analisadas e duas áreas foram delimitadas com caneta apropriada para 

marcação. As áreas marcadas consistiam em formações nodulares nos 

linfomas foliculares e em centros gernünativos hiperplásicos das hiperplasias 

foliculares. Posteriormente, foram delimitadas as áreas nos blocos de 

parafina, chamados de blocos doadores. Dos blocos doadores foram 

retirados fragmentos cilíndricos de 'I rnm e estes acondicionados em um 

outro bloco chamado de bloco receptrl f. Cada bloco doador foi representado 

em duplicata no bloco receptor. E~if a etapa foi realiza em um aparelho 

preciso (Tissue Arrayer) da marca BE Í~cher lnstrumentsR (Silver Spring MO). 
·, 

Foram confeccionados dois blocos ci,~ arrays, um com os 90 casos de LF e 

outro com os 137 de HF, conform -.i demonstrado nas figuras 3A I B. Os 

casos foram dispostos em ordem .numérica crescente de acordo com o 
. \ 

registro anátomo-patológico e amo!jlr~dos em duplicata. 

Em seguida esses blocos fü t ~m levados ao micrótomo de parafina e 
1 

obtidos cortes histológicos seqüo:nciais de 3~ que foram dispostos em 
! ~ I , 

I 

lâminas com adesivos da marc2.: Microsystems lncR. (RIMM et ai. 2001 ; 

HEDVAT et ai. 2002; HSU et ai. 2002) . As lâminas de TMA foram 

desparafinadas, desidratadas e cr ~ tes histológicos a cada 9 níveis diferentes 
! 

foram corados pelo H.E. Posteri,·,[mente foram selecionadas duas lâminas 
I 

de cada bloco para cada anti;: orpo para serem submetidas à reação 



20_l 

imunoistoquímica. 

3.3 IMUNOISTOQUÍMICA 

Uma vez selecionados os casos pelos critérios morfológicos descritos 

e construído o bloco de tissue array (vide secção 3.2) , o painel 

imunoistoquímico (IQ) foi completado, realizando-se reações para os 

anticorpos que reconhecem as isoformas do óxido nítrico (NOS 1, NOS2, 

. NOS3), além dos anticorpos para proteínas p53 e cicloxigenase2. O Quadro 

1 abaixo apresenta a lista completa dos anticorpos com respectivos clones, 

origem de fabricação e diluição usada. As reações imunoistoquímicas foram 

realizadas pela técnica de complexo estreptavidina-biotina-peroxidase 

(StreptABC, DAKO). Foram realizados um controle positivo e um negativo 

para cada reação. 

Anticorpo Clone Origem Diluição final de 
trabalho 

NOS1 16 TransductionR 1:200 

NOS2 6 TransductionR 1:40 

NOS3 3 TransductionR 1:200 

bcl-2 124 DakoR 1:40 

p53 : 007 DaKoR 1:100 

cox2 4HR NovocastraR 1:6000 

Quadro 1 - Listagem dos anticorpos a serem uti lizados no projeto em 
relação ao antígeno, clones, origem e diluição. 

Os passos técnicos realizados foram os já tradicionalmente descritos 

na literatura e vistos em livros texto (SANTOS et ai. 1999) .. Resumidamente 



2l j_ 

o protocolo pode ser visto no Anexo 1 desta dissertação. 

A leitura das lâminas foi realizada em microscópio óptico comum e 

avaliada de acordo com a localização da marcação (citoplasma e ou núcleo), 

intensidade e freqüência, para os anticorpos das três isoformas NOS e cox2, 

- modificado a partir do trabalho de SOINI et ai. (2000). Calculado um escore 

a partir da multiplicação dos valores intensidade da coloração com o número 

de células positivas. A intensidade foi dividida em 3 graus com a seguinte 

graduação demonstrada no Quadro 2. 

Descrição da intensidade Grau 

Coloração negativa o 

Coloração de intensidade fraca 

Coloração de intensidade moderada 2 

Coloração de intensidade forte 3 

Quadro 2 - Gradação da re ~ 1ção imunoistoquímica de acordo com a 
r 

intensidade. 

Enquanto a freqüência foi dividida em 4 graus com a seguinte 

graduação demonstrada no <)uadro 3. 

Descrição do número de células coradas Grau 

Menor que 5% o 

Entre 5% e 10% 

Entre 11 % e 50 % 2 

Entre 51% e 90% 3 

Maior de 90% 4 

Quadro 3 - Gradação da reaçãc imunoistoquímica de acordo com o número 

de células coradas. 
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Após o cálculo do escore final nas quatro observações, foram 

calculadas as médias entre eles. Finalmente, os resultados foram 

categorizados como demonstrado no Quadro 4. 

Média do valor multiplicados nas 4 obs'ervações 

Oa5 

maior que 5,0 

Interpretação 

Negativo 

Positivo 

Quadro 4 - Interpretação da média calculada nas quatro observações. 

Já o anticorpo p53 foi considerado positivo; quando o número de 

células positivas com marcação nuclear foi maior que 1 0°/o em pelo menos 

uma das quatro observações. E na HF o anticorpo p53 foi avaliado nos 

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

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A estatística descritiva foi utilizada para demonstrar a freqüência da 

expressão dos marcadores nos grupos LF e HF. Para tanto, os dados dos 

diversos marcadores foram colocados em tabela. A análise estatística foi 

realizada utilizando-se o programa de computador SPSS for Windows v.1 O. 

Empregou-se o teste de qui-quadradro de Pearson ou teste exato de Fisher, 

a fim de verificar a associação entre os grupos (LF e HF) e as diversas 

variáveis imunoistoquímicas. Esses testes também foram utilizados para 

avaliar a associação entre as variáveis imunoistoquímicas. O nível de 
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significância considerado foi de 5°/o. 

Figura 1 - Demonstrando arranjo arquitetura! folicular > 75°/o no LNHF (H&E, 
aumento original de 200x). 

Figura 2: A - Tonsila faríngea demonstrando arranjo arquitetura! folicular 
(H&E, aumento original de 200x). 

Figura 2: B - Demonstrando centro germinativo hiperplásico da tonsila 
faríngea (H&E, aumento original de 400X) . 
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Figura 3 A - Demonstrando foto da lâmina corada pela H.E. do bloco de 
array de Linfoma Folicular (H&E). 

Figura 3 B - Demonstrando foto da lâmina corada pela H.E. do bloco de 
array de Hiperplasia Folicular (H&E) 
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4 RESULTADOS 

A freqüência de expressão dos marcadores imunoistoquímicos (10), 

referidos no Quadro 1, nos grupos (LF e HL), e a análise da associação 

entre os grupos (LF e HF) e os diversos marcadores 10 estão descritos 

abaixo e sumarizados na Tabela 1. Os casos não avaliáveis foram em 

decorrência de problemas técnicos durante a construção do array. 

A análise da associação entre dois marcadores 10 distintos no grupo 

dos LF ou no grupo das HF estão também descritos abaixo e sumarizados 

nas Tabelas 2 a 7. 

4.1 RESULTADOS DAS FREQÜÊNCIAS DA EXPRESSÃO DOS 

MARCADORES IMUNOISTOQUÍMICOS NOS LINFOMAS 

FOLICULARES 

Para o antígeno NOS 1 com marcação citoplasmática em um número 

total de 88 casos avaliados, foram observados 66 casos (75,0°/o) com 

marcação positiva e 22 casos (25,0°/o) considerados negativos. Para o 

antígeno NOS 1, a marcação foi nuclear e foram observados 64 casos 

(72,7°/o) com marcação positiva e 24 casos (27,3°/o) considerados negativos, 

em um número total de casos avaliáveis de 88 (n=88). 

Para. o antígeno NOS2 a marcação foi citoplasmática de padrão 

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

Para o antígeno NOS3 a marcação observada foi citoplasmática, 

sendo que 70 casos (78,7°/o) apresentaram marcação positiva, como 

demonstrados na figura 48. Dezenove 19 casos (21 ,3°/o) foram considerados 

negativos, em um número total de casos avaliáveis de 89 (n=89). 

Para o antígeno cox2 a marcação observada foi citoplasmática de 

padrão granular, sendo que 5 casos (5,6°/o) apresentaram marcação positiva 

e 85 casos (94 ,4°/o) foram considerados negativos, em um número total de 

casos avaliáveis de 90 (n=90). 

Para o antígeno p53 foram observados 58 casos (64,4°/o) positivos e 

32 casos (35,6°/o) foram considerados negativos. Esses dados foram 

sumarizados na Tabela 1. 

4.2 RESULTADOS DAS FREQÜÊNCIAS DA EXPRESSÃO DOS 

MARCADORES IMUNOISTOQUÍMICOS NAS HIPERPLASIAS 

LINFÓIDES DE PADRÃO FOLICULAR 

Para o antígeno NOS1 com marcação citoplasmática, em um número 

total de 137 casos avaliados, foram observados 119 casos (86,9°/o) com 

marcação positiva e 18 casos (13, 1 °/o) foram considerados n~gativos. E 

para o antígeno NOS 1 com rnarcação nuclear, em um número .tota l de 137 

casos avaliados, foram observados 129 casos (94,2°/o) com marcação 

positiva e 8 casos (5,8°/o) foram considerados negativos. 

Para o antígeno NOS2 a marcação foi citoplasmática de padrão 

granular, em um número total de 135 (n=135) casos avaliáveis, como foi 
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ilustrado na Figura 5. Observou-se 120 casos (88,9°/o) positivos e 15 casos 

(11, 1 °/o) considerados negativos. 

Para o antígeno NOS3 a marcação observada foi citoplasmática, 

sendo que 123 casos (91, 1 °/o) apresentaram marcação positiva, como 

demonstrado na Figura 4A. Doze casos (8,9°/o) foram considerados 

negativos. Em um número total de casos avaliáveis de 137 (n=137). 

Para o antígeno cox2 a marcação observada foi citoplasmática de 

padrão granular, sendo que 17 casos (12,4o/o) apresentaram marcação 

positiva e 120 casos (87,6°/o) foram considerados negativos, em um total de 

casos avaliáveis de 137 (n=137). 

Para o antígeno p53 foram observados apenas para 9 casos (6,7°/o) 

positivos e 126 casos (93,3°/o) foram considerados negativos. Esses dados 

foram sumarizados na Tabela 1. 

4.3 RESULTADOS DAS ANÁLISES DA ASSOCIAÇÃO ENTRE OS 

GRUPOS LINFOMAS FOLICULARES E HIPERPLASIAS LINFÓIDES 

DE PADRÃO FOLICULAR SEGUNDO CADA ANTÍGENO 

Notou-se associação entre os grupos (LF e HF) para os seguintes 

antígenos, 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, não observou se associação entre os grupos (LF e 

... HF) para o antígeno cox2 (p=0.088), utilizando o teste qui-quadrado de 

Pearson. Esses dados foram sumarizados na Tabela 1. 
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4.4 RESULTADOS DAS ANÁLISES DE ASSOCIAÇÃO ENTRE 

DOIS MARCADORES IMUNOISTOQUÍMICOS DISTINTOS NO 

GRUPO DOS LINFOMAS NÃO-HODGKIN FOLICULARES 

Não houve associação entre os seguintes antígenos: NOS2 e cox2 

(p=1.0); p53 e cox2 (p=0.343); p53 e NOS2 (p=0.780), no grupo dos LF. Foi 

utilizado o teste exato de Fisher nas duas primeiras análises e o teste qui-

· quadrado de Pearson na última. Esses dados estão descritos nas Tabelas 2, 

3 e 4. 

4.5 RESULTADOS DAS ANÁLISES DE ASSOCIAÇÃO ENTRE 

DOIS MARCADORES IMUNOISTOQUÍMICOS DISTINTOS NO 

GRUPO DAS HIPERPLASIAS LINFÓIDES DE PADRÃO 

FOLICULAR 

Notou-se associação entre os antígenos p53 e cox2 (p=0.015) no 

grupo das HF. E não houve associação entre os seguintes antígenos: 

NOS2 e cox2 (p=0.215); p53 e NOS2 (p=0.597) no grupo das HF. Nessas 

análises foi utilizado o teste exato de Fisher. Esses dados estão descritos 

nas Tabelas 5, 6 e 7. 

Tabela 1 - Resultado geral dos antígenos (NOS1 c, NOS1 n, NOS2, NOS3, cox2, 

p53) dos 90 casos de ·linfomas foliculares , 137 casos de hiperplasias linfóides de 



padrão folicular, as análises da associação entre os grupos (LF e HF) e os diversos 

marcadores imunoistoquímicos. 

LF HF 
Marcador Categoria 

n % n % 

NOS1c * 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 35 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 (rf vel descritivo do teste foi p<0 .05) . Os 
resultados obtidos utilizando o teste qui-quadra.ío foram *p=0.023, **p<0.0001 , ***p=0 .008, 
****p=0.088 

Abrev. LF - linfoma não-Hodgkin folicula r, HF - hiperplasia folicular, NOS - sintases do 
óxido nítrico, cox2 - cicloxigenase2. 
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Tabela 2 - Resultados das análises da associação 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 (nível descritivo do teste foi p= 0.05) . 

Tabela 3 - Resultados das análises da associação entre p53 e NOS2 no grupo dos 
Linfomas Foliculares. 

Marcadores NOS2 

Categorias Negativo n (%) Positivo ~ (%) 
p53 

p= 0.692 
Negativo n (%) 27 (84,2%) 5(15,6%) 

Positivo n (%) 47 (81 ,0%) 11(19%) 

Utilizado teste exato de qui-quadrado de Pearso,? (nível descritivo do teste foi p= 0.05). 

Tabela 4 - Resultados das análises da a~ sociação entre p53 e cox2 no grupo dos 
Linfomas Foliculares. 

Marcadores cox2 

Categorias Negativo n (%) Positivo n (%) 
p53 

p= 0.343 
Negativo n (%) 29 (90,6%) 3 (9,4%) 

Positivo n (%) 56 (96,6%) 2 (3,4%) 

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

Tabela 5 - Resultados das análises da associação entre NOS2 e cox2 no grupo das 
Hiperplasias Linfóides de padrão folicular. 

Marcadores cox2 

Categorias :, Negativo n (%) Positivo n (%) 
NOS2 

p= 0.215 
Negativo n (%) 15 (100%) o 

Positivo n (%) 103 (85,8%) 17 (14,2%) 

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

. . , ... ~ ~ • •, • k 

: i· . ,_i: ~ • 
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Tabela 6 - Resultados das análises da associação entre p53 e cox2 no grupo das 
Hiperplasias Linfóides de padrão folicular. 

Marcadores cox2 

Categorias Negativo n (%) Positivo n (%) 
p53 

p= 0.015 
Negativo n (%) 113 (89,7%) 13 (10,3%) 

Positivo n (%) 5 (55,6%) 4 (44,4%) 

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

Tabela 7 - Resultados das análises da associação entre p53 e NOS2 no grupo das 
Hiperplasias Linfóides de padrão folicular. 

Marcadores N0 52 

Categorias Negativo n (%) Positivo n (%) 
p53 

p= 0.597 
Negativo n (%) 15(12,0%) 110(88%) 

Positivo n (%) o 9 (100%) 

Utilizado teste exato de Fisher (nível descritivo do teste foi p= 0.05). 
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Figura 4 - Demonstrando marcação IQ nuclear e citoplasmática da 
NOS1.(aumento original de 400x) A - Hiperplasia Folicular. B - Linfoma 
Folicular. 



33_1_ 

Figura 5 - Demonstrando o padrão de marcação IQ citoplasmática granular 
da NOS2 (aumento original de 200X). A - Hiperplasia Folicular. B - Linfoma 
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Figura 6 - Demonstrando o padrão de marcação IQ nuclear e citoplasmática 
da NOS3 (aumento original de 400X). A - Hiperplasia Folicular. B - Linfoma 
Folicular. 
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Figura 7 - Demonstrando o padrão de marcação IQ citoplasmática da cox2 
(aumento original de 200X). A- Hiperplasia Folicular. B - Linfoma Folicular. 
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Figura 8 - Demonstrando o padrão de marcação IQ nuclear da p53 
(aumento original de 200X). A- Hiperplasia Folicular. B - Linfoma Folicular. 
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Figura 9 - Demonstrando a negatividade da marcação IQ para NOS2 A -
Hiperplasia Folicular (aumento original de 400X). B - Linfoma Folicular 
(aumento original de 1 OOOX). 
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5 DISCUSSÃO 

O presente estudo avaliou a expressão das isoformas das sintases do 

óxido nítrico, cox2 e proteína p53 nos Linfomas Foliculares e nas 

Hiperplasias · Linfóides de padrão folicular. Essa análise não havia sido 

realizada anteriormente, de forma sistemática pela literatura. Um dos 

principais achados do estudo foi a expressão freqüente para os antígenos 

NOS 1, 2 e 3 nos centroblastos e centrócitos dos Linfomas Folicular, aspecto 

esse que corrobora o observado no trabalho de MENDES et ai. (2001 ). 

Nesse trabalho um número pequeno de casos de Linfomas não-Hodgkin de 

células B foi avaliado (n=16), sendo que a grande maioria foi positiva. Dentre 

esta casuística, 1 00°/o (n=5) dos linfomas foliculares foram positivos para 

NOS1 e NOS2 e nenhum para NOS3. Esse é o único trabalho na literatura 

que avaliou a expressão das isoformas de NOS em centroblastos e 

centrócitos. As isoformas de NOS têm sido detectadas em tumores de mama 

(MACIEL 2002), carcinomas gástricos (BEGNAMI 2003),carcinomas de 

cabeça e pescoço (FISCHER 2003), Linfomas de Hodgkin (CAMPOS 2005). 

Os resultados atuais mostram que quando analisada uma casuística 

maior, observa-se resultado diferente, especialmente em relação as 

isoformas NOS2 e NOS3. Essa discrepância pode ser justificada 

simplesmente pela diferença de amostragem. Cumpre ainda realçar que os 

cinco casos estudados por MENDES et ai. (2001) eram todos de grau 

histológico 1 (menos do que cinco centroblastos por campo de grande 

aumento) e a presente casuística abrangeu um espectro mais largo de 
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diferenciação citológica (informação pessoal). 

Outros trabalhos avaliaram a expressão das isoformas de NOS em 

outras células B, em modelos experimentais (TAMIR et ai. 1995). Esses 

autores estudaram a expressão das isoformas de NOS em um modelo de 

linfoma de células B murino, e as análises imunoistoquímicas revelaram 

positividade somente para NOS2, demonstrada apenas em macrófagos e 

nas células endoteliais do tumor, e não nas células do linfoma. Também foi 

observado que os camundongos com tumor tinham maiores concentrações 

de nitratos excretados na urina em comparação com os animais controles, 

demonstrando o aumento da produção de NO decorrente da ação de NOS2, 

mas provavelmente secundário a células inflamatórias não-tumorais. 

Quando se comparou a HF C?.) m o LF, a HF mostrou a expressão de 

NOS1 c, NOS1 n, NOS2, NOS3 sigr,!ficantemente mais freqüente do que no 

LF. Em relação ao cox2 houve u t~ la tendência à significância (p=0.08), 
; 

também em favor da HF. O significaq :> biológico desse achado é difícil de se 
l 

avaliar. Uma das hipóteses possívet ~: é que a expressão dessas moléculas 

esteja relacionada com ? apoptose. ~:> mecanismo de apoptose é importante 

na patogenia dessas duas entid~ ies. Todas as células B do centro 

germinativo que nao se diferenci .- 1m em células B de memória, são 

eliminadas por apoptose (SOARE~~ et ai. 2000). Portanto, nas HF esse 
l 

mecanismo está bastante ativado (V \N EIJK et ai. 2001 ). Por outro lado, os 
' ' 

LF tem através da inibição da apoptose via superexpressão da oncoproteína 

bcl2 o seu principal mecanismo de progressão (HOLLOWOOD e 

MACARTNEY 1991; VOUTSADAKIS 2000). Uma hipótese atraente é que 
I. 

essas moléculas participem na patogênese da apoptose induzida, 
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demonstrada pelo predomínio da expressão das isoformas de NOS nas 

hiperplasias. Como a expressão das enzimas é uma forma indireta de se 

demonstrar a produção de NO, uma possibilidade para o melhor 

entendimento e análise desta hipótese seria mensurar a quantidade de óxido 

nítrico produzido pelas células em cada uma destas situações. 

Conforme citado, nas HF sabemos que o mecanismo de apoptose 

encontra-se ativado (LEBECQUE et ai. 1997; VAN EIJK et ai. 2001 ). E no 

presente trabalho observou-se a expressão de NOS2 nas HF em 88,9°/o dos 

casos, contra 17,8°/o nos LF. O aumento da NOS2 esta relacionado ao 

aumento da produção do NO (TAMIR et ai. 1995; LALA e CHAKRABORTY 

2001) e por conseqüência pode explicar a ativação da apoptose nos centros 

germinativos hiperplásicos das HF. A participação do NO na apoptose pode 

ser dualística dependendo da sua concentração (BLAISE et ai. 2005). LI et 

ai. (2004) relatam que NO induz a liberação de SMAC pela mitocôndria em 

linhagens de células linfoplasmocitóide deflagrando a apoptose. Também, o 

NO tem a função de aumentar a concentração de ceramida, pela diminuição 

da atividade da ceramidase. O aumento da concentração de ceramida causa 

um efeito pró-apoptotico, através da diminuição da expressão da bcl2 (DI 

NARDO et ai. 2000). Ao contrário, há relatos na literatura, os quais 

observou-se que nas linhagens de linfócitos B (N958 infectados por EBV e 

BJAB não infectados por EBV) a expressão aumentada de NOS2 com a 

inibição da apoptose e manutenção da latência viral (MANNICK et ai. 1994). 

0000 et ai. (2000) utilizando cultura de células de linfoma Nb2 prolactina 

dependente demonstrou que o NO produzido pelo NOS3 pode inibir a 

apoptose. A função do óxido nítrico na apoptose é controverso, sua ação 
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anti-apoptótica e pró-apoptótica é discutida amplamente na literatura. A 

grande maioria dos autores concluem que a ação do NO está na 

dependência do tipo celular envolvido, da concentração do NO e tempo de 

exposição (SHEN et ai. 1998; KIM et ai. 2001; BLAISE et ai. 2005). 

Não há trabalhos na literatura que demonstram pelo método 

imunoistoquímico a positividade das isoformas de NOS em HF. A 

positividade para NOS 1, NOS2 e NOS3 nos centros germinativos 

hiperplásicos das HF constatadas neste trabalho é inédita. 

No presente trabalho observamos positividade para a p53 em 64,4°/o 

dos casos de LF, enquanto que apenas 6,7°/o da HF são positivas. Esse 

resultado corrobora com dados da literatura, pois o Tp53 é um supressor de 

tumor que encontra-se mutado em mais de 50°/o de todas as neoplasias 

humanas (DONEHOWER et ai. 1992), incluindo os linfomas (SAIO et ai. 

1992). Ele codifica a proteína p53 que tem um papel na parada do ciclo 

celular e indução da apoptose em resposta aos danos provocados no DNA 

(DONEHOWER et ai. 1992; CHANG et ai. 1993). Estudos anteriores 

demonstraram que a p53 é positiva nos LF e que sua expresão aumenta 

com o aumento do grau histológico (COOPERe HAFFAJEE 1997). 

A positividade para a bcl2 foi observada em 1 00°/o dos casos LF. 

COOPER e HAFFAJEE (1997), encontraram 97°/o de casos positivos para 

bcl2 em LF e VIARDOT et ai. (2003) observaram de 80 a 90°/o de 

translocações cromossômicas que resultaram em superexpressão de bcl2. 

Os casos de LF foram revistos e os casos com dúvida diagnóstica ou com 

predomínio de cen~roblastos foram excluídos. FALINI e MASON (2002) 

referem que a expressão do bcl2 pode ser heterogênea, pois os 
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centroblastos tendem a ser negativos e os centrócitos positivos. Esses dois 

fatos explicam o achado de 1 00°/o dos LF positivos para bcl2, desta 

dissertação. 

Há correlação positiva da expressão da bcl2, e p53 nos LF (COOPER 

e HAFFAJEE 1997), entretanto em outros linfomas não-Hodgkin 

(NAKAMURA et ai. 1996), bem como no carcinoma de cólon (CARR et ai. 

2002) esta correlação é inversa. No presente trabalho há também correlação 

positiva entre a freqüência de expressão de bcl2 e p53. Em cultura de 

células a expressão do bcl2 inibe a apoptose via p53 dependente (CHIOU et 

ai. 1994 ). Portanto este dado sugere a participação da p53 na patogênese 

dos LF. 

O presente estudo não demonstrou associação entre os antígenos 

NOS2 e cox2 nos grupos dos LF (p= 1.0) e das HF (p= 0.215). Estes 

achados não encontram apoio em dados da literatura (GALLO et ai. 2002; 

MARROGI et ai. 2000; FANTAPPIE et ai. 2002). O estudo da expressão de 

NOS2 e cox2 em linhagens de células de carcinoma hepatocelular humano, 

por imunoistoquímica, Northern e Western Blot demonstraram resultados 

sugerindo que a expressão de cox2 pode modular, in vitro, a liberação de 

NO em linhagens de células de carcinoma hepatocelular (FANTAPPIE et ai. 

2002). Vários outros trabalhos na literatura investigam a interação entre os 

mecanismos de produção do NOS2 e cox2. MEl et ai. (2000) estudaram a . 

expressão de NOS2 e cox2, além da produção de prostaglandinas E2 e NO, 

contudo obtiveram resultados que inferi a influência e interferência de NOS2 

na produção de cox2. Os achados de VON KNETHEN e BRUNE (1997), 

somados aos novos trabalhos que posteriormente foram publicados (RAO et 
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ai. 2004), sustentam a hipótese de que há correlação entre NO/NOS2 e a 

atividade da cox2. Os achados desta dissertação contrariam os dados da 

literatura. Contudo, o mecanismo que interliga as duas vias ainda não está 

totalmente esclarecido na literatura. 

É notório que o NO produzido em altas concentrações pela NOS2 e 

sua ação de forma persistente em muitos tipos celulares, danifica para o 

DNA. O dano no DNA resulta no aumento da expressão da proteína p53 e 

uma ativação dos mecanismos reparadores. Por conseqüência, se não 

reparada a célula entra em apoptose. AMBS et ai. (1999) demonstraram a 

relação entre a mutação do Tp53 com o aumento da atividade da NOS2 em 

câncer coloretal. Em concordância com esse último autor, GALLO et ai. 

(2003) também encontraram correlação positiva entre o acúmulo da p53 e a 

atividade da NOS2, em 43 casos de câncer de cabeça e pescoço. Os dados 

obtidos neste trabalho demonstraram que não há associação entre os 

antígenos 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 correlação positiva entre a NO/NOS2 e a proteína p53 (FORRESTER et 

ai. 1996; BRENNAN et ai. 2000) . BRENNAN et ai. (2000) estudaram 56 

casos de carcinoma de células escamosas da língua, utilizando anticorpos 

monoclonais para p53 e NOS2 e observaram çorrelação positiva (p<0.001 ). 

Os autores inferem que o gene p53 mutado pode ser responsável por um 

feedback negativo e como conseqüência um aumento da expressão de 

NOS2. Outra possibilidade seria o aumento da p53 não mutada em resposta 

ao aumento da produção do NO por NOS2. Entretanto, outros dados da 

literatura também apontam que a expressão da p53 não mutada resulta na 
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regulação da expressão de NOS2 (AMBS et ai. 1997). Com isto, supõe-se 

que há ligação entre o sítio promotor da proteína p53 com o gene 

responsável pela produção do NOS2. FORRESTER et ai. (1996) publicaram 

experimentos em modelos de camundongos com p53 não mutado, os quais 

exibem altas concentrações de NO, produzido por NOS2. Essas altas 

concentrações de NO podem levar ao acúmulo de p53 não mutada, o qual 

promove a apoptose. Porém esse mecanismo de interação ainda não está 

esclarecido na literatura. 

GALLO et ai. (2003) estudou a associação entre NOS2, p53 e cox2 

em 43 casos de carcinomas de células escamosas de cabeça e pescoço 

(HNSCCs), in vivo e in vitro , e concluíram que possivelmente a mutação do 

p53 pode ser responsável pela alta regulação do NOS2 e cox2 , 

freqüentemente observada nos HNSCCs. Em parte este trabalho corrobora 

com os achados desta dissertação, pois observou-se associação entre os 

antígenos p53 e cox2 no grupo das HF (p= 0.015), no entanto essa 

associação não foi observada no grupo dos LF (p= 0.343). Sabe-se que os 

macrófagos produzem altas concentrações de NO pela NOS2 (TAMIR et ai. 

1995) e que nas HF temos a presença de muitos macrofagos (CHAN e 

TSANG 1996). Talvez a presença destes macrófagos nas HF, podem 

produzir uma quantidade "extra" de NO em relação ao LF, e 

conseqüentemente levar ao acúmulo da p53 não mutada, a qual promove a 

apoptose. A apoptose está ativada nos centros germinativos hiperplásicos 

das HF (VAN EIJK et ai. 2001 ). 

Ao avaliar a correlação positiva entre os antígenos NOS2 e cox2, 

esses autores uti lizaram diferentes tipos celulares. GALLO et ai. (2003) 
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utilizaram tecido de carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço; 

MARROGI et ai. (2000), utilizaram linhagens de mesotelioma humanos e 

FANTAPPIE et ai. (2002), utilizaram dois clones diferentes de linhagens de 

células de carcinoma hepatocelular. Também há outros trabalhos que 

relataram a correlação positiva entre NOS2 e p53 como: FORRESTER et ai. 

(1996) utilizaram células de fígado humano AKN-1 e fibroblastos murinos, 

AMBS et ai. (1998) utilizaram células de carcinoma HT-29 e BRENNAN et ai. 

(2000) utilizaram carcinoma de células escamosas em modelo animal. A 

ação do NO é tipo celular dependente (KIM et ai. 2001 ). Essa observação 

talvez explique a não correlação entre NOS2/p53 e NOS2/cox2 observada 

nesta dissertação. 

Nenhum fator único é responsável para regular a patogênese dos LF 

e HF. Fatores positivos e negativos podem estimular e inibir o mecanismo de 

apoptose que participa do processo formação destas duas entidades. Com 

base na discussão acima, torna-se claro que o papel do NO e de suas 

sintases é ainda, pouco compreendido. A sua produção por células tumorais, 

os seus efeitos ambíguos e a participação na progressão e desenvolvimento 

do câncer merecem mais estudos. Na literatura pouco se sabe a respeito de 

NO em neoplasias linfóides malignas. Esta dissertação demonstrou a 

expressão das isoformas de NOS, cox2 e p53 nos LF e nas HF. E observou 

associação entre os grupos LF e HF exceto para o antígeno cox2. O 

significado biológico deste achado ainda não está claro e pode envolver 

interações entre as, vias estudadas (NOS2, cox2 e p53) ou com as outras 

não discutidas neste estudo, ou mesmo a presença de macrófagos nas HF. 

Talvez um estudo mais amplo faz-se necessário para melhor entender 
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esses mecanismos, mensurando o óxido nítrico produzido na célula e/ou 

ampliando o painel imunoistoquímico. 
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6 CONCLUSÕES 

1. Tanto os LF quanto as HF expressam NOS1 c, NOS1 n, NOS2 e 

NOS3. Entretanto, se houve um predomínio de marcação nas 

hiperplasias nas três isofo.rmas de NOS, sugere a participação do NO na 

apoptose do centro germir.tativo ativado. 

2. Há uma associação entre os antígenos p53 e cox2 no grupo das 

HF, sendo mais uma evidência que a proteína p53 pode influenciar a v1a 

metabólica do cox2. 

3. Há uma relação inversa entre a freqüência da expressão de NOS2 

e p53 na HF, enquanto que nos LF a expressão de p53 está aumentada, 

sugerindo que o NO pode participar na patogênese do LF. 

4. A presença de macrófagos nas HF, pode ser responsável pela 

produção de NO "extra" em relação ao LF, possivelmente levando ao 

acúmulo da p53 não mutada e explicando o mecanismo de apoptose 

ativado nas HF. 

5. A não associação entre os antígenos (NOS2 com p53 ou cox2) 

pode corroborar com a literatura, em que a ação de NO pode ser tipo 

celular dependente, pois há dados na literatura observando a associação 

entre esses antígenos em outros tecidos. 
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ANEXOS 



Anexo 1 -Técnica de imunoistoquímica: 

1 Desparafinização dos cortes histológicos com 3um de espessura do 

material incluído em parafina e colocados em lâminas silanizadas por 

solução de 3 aminopropyltrirthosy-silano (Sigma R , A-3648, USA) e 

deixadas por 24 horas em estufa de 60 °C. 

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

3 Seis passagens em etanol (a 1 00°/o, 95°/o, 80°/o e 70°/o) sendo três 

delas a 1 00°/o. 

4 Lavagem das lâminas em água corrente e destilada. 

5 Incubação em tampão citrato pH 6.0 em panela de pressão (Eterna R, 

Nigro). 

6 Lavagem das lâminas em água corrente 

7 Bloqueio da peroxidase endógena com H202 a 3°/o (água oxigenada 

1 O volumes), por 4 trocas. 

8 Lavagem das lâminas em água corrente e destilada . . 

9 Lavagem das lâminas com solução salina tamponada com 

fosfatos(PBS-phosphate buffered saline) 1 O mM pH 7.4 . 

1 O Incubação com anticorpo primário, diluído em título previamente 

estabelecido, em tampão PBS contendo albumina bovina BSA a 1 °/o 

(SIGMA, A9647, USA) e azida sódica (NaN3) O, 1 °/o, em câmara úmida 

(16 a 18 horas). 

11 Lavagem e~ tampão PBS. 

12 Incubação com anticorpo secundário biotinilado-reagente C,( 

Biotinylated goat anti-mouse/ra9pit lg) do kit StreptABCComplex/HRP 

Duet (mouse/rabbit) (Dako A/S, K492, Denmark) no título pré 

estabelecido de 1:200, diluído em PBS, por 30 minutos a 37 °C. 

13 Lavagem em tampão PBS. 

14 Incubação das lâminas com o ~amplexo reagente A (Streptoavidin) no 

título de 1:200 e reagente B (Biotinylated peroxydase) no título de 

1:200, diluído em PBS, por 30,minutos a 37 °C. 

15 Lavagem das lâminas em tampão PBS. 



16 Incubação das lâminas em solução substrato cromógeno: 

3,3'Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (OAB) 60mg (SIGMA, 0-

5637), Dimetilsulfóxido (DMSO) 1 ml; H202 a 6°/o (água oxigenada 20 

volumes) 1 ml; PBS 1 OOml (5min, 370C, ao abrigo da luz). 

17 Lavar em água corrente e água destilada. 

18 Contracoloração com hematoxilina de Harris. 

19 Lavar em água corrente e água destilada. 

20 Imersão em água amoniacal (solução de hidróxido de amônia a 

0,5°/o), lavando em seguida em água corrente e destilada. 

21 Desidratação (6 passagens em· etano I a 50°/o, 80°/o, 95°/o e 1 00°/o, 

sendo 3 delas a 1 00°/o). 

22 Montagem das lâminas em Entellan neu (MERCK, 1.07961, 

Germany). 



Anexo 2 - Resultado da análise imunoistoquímica por anticorpo. 

Legenda: 

Coluna 1 : 

Número do caso 

Coluna 2: 

1- Linfoma Folicular 

2- Hiperplasia Linfóide de padrão folicular 

Coluna 3, 5, 7, 9 e 11: 

Resultado da media nas quatro observações 

Coluna 4, 6, 8, 10 e 12: 

Categorização dos resultados segundo o quadro 4 ( 1- negativo e 2 positivo) 

Coluna 13 e 14: 

1- positivo 2 - negativo 
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4,25 
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2,80 
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Caso 

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 

91 

92 

93 

94 

95 

Tipo 

2 

2 

2 

2 
2 

2 

2 

2 
2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 
2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

NOS1C 

5,25 

6,75 

6,67 

8,50 

8,00 

8,00 

7,33 

8,00 

7,50 

8,00 

8,00 

8,00 

8,00 

8,00 

8,00 

5,50 

5,50 
-!:> ,!:lU 

6,25 

7,50 

7,33 

6,50 

7,50 

5,33 

8,00 

7,50 

8,00 

7,50 

1,00 

2,00 

2,67 

NOS1C b 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 
·L 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

NOS1N 

7,50 

10,50 

9,00 

10,50 

12,00 

12,00 

11,00 

12,00 

11 ,25 

12,00 

12,00 

12,00 

12,00 

12,00 

12,00 

8,50 

7,00 
-·- · .: ~~ , , .... .., .... 

9,75 

11 ,25 

8,25 

9,75 

11 ,25 

_10,50 

12,00 

11 ,25 

12,00 

11 ,25 

3,33 

4,50 

4,67 

NOS1N b 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 
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5,25 

6,75 

6,67 

8,50 

8,00 

8,00 

7,33 

8,00 

7,50 

8,00 

8,00 

6,00 

8,00 

8,00 

8,00 

5,50 

5,50 

6,25 

7,50 

5,50 

6,50 

7,50 

5,33 

8,00 
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0,75 
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2 

2 

NOS 3 

5,33 

6,00 

5,60 
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2 
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2 

2 

2 
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0,40 

1,80 

2,40 

3,40 

3,00 

3,75 

3,60 

4,20 

3,40 

. 4,00 

3,80 

- 4,20 
4,80 

4,00 

0,40 
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1,40 
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1,50 
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0,00 
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2 

2 
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2 
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2 

2 

2 

2 

2 

2 
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2 
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2 

2 

2 
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Caso 

96 

97 

98 

99 

100 

101 

102 

103 

104 

105 

106 

107 

108 

109 

11 o 
111 

11 L 
113 

114 

115 

116 

117 

118 

119 

120 

121 

122 

123 

124 

125 

126 

Tipo 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

L 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

NOS1C NOS1Cb NOS1N NOS1Nb 

5,25 2 9,25 2 

5,50 2 7,50 2 

7,50 2 10,50 2 

4,50 1 7,50 2 

4,00 1 4,00 

6,00 2 9,75 2 

4,25 1 5,00 1 

8,00 2 12,00 2 

8,00 2 12,00 2 

7,00 2 10,50 2 

6,50 2 8,15 2 

7,50 2 10,50 2 

8,00 2 12,00 2 

5,00 1 7,25 2 

6,75 2 5,75 2 

4,00 1 5,50 2 
'* ,-H. ~ . ':'f~ .. c:: 2 

7,50 2 10,50 L 

5,50 2 11 ,00 2 . 

6,50 2 9,00 2 

7,50 2 12,00 2 

7,00 2 11 ,00 -2 

6,50 2 9,00 2 

5,50 2 8,25 2 

6,00 2 8,25 2 

5,00 2 6,00 2 

7,00 2 9,75 2 

5,50 2 7,25 2 

6,00 2 7,75 2 

5,50 2 8,50 2 

5,75 2 9,00 2 

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 
--:~ , -':~t1 

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 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 
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2 

2 
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2 
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2 
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2 

2 
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8,60 

11 ,50 

10,50 

11 ,00 

6,60 

12,00 

5,67 
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12,00 

8,20 

12,00 

9,00 

12,00 

12,00 

9,00 

9,00 

11 ,00 

~ ~ ,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 
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2 

2 

2 

2 

2 

2 
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2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 
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2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 
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2,60 
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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 
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3 
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Cont Anexo3 

Caso Tipo NOS1C NOS1C b NOS1N NOS1N b NOS 2 NOS 2 b NOS 3 NOS3 b COX2 COX2 b bcl2 p53 

127 2 3,25 1 8,00 2 3,25 1 6,75 2 0,25 1 2 2 

128 2 4,25 1 9,00 2 4,25 1 4,50 2 0,00 1 2 2 

129 2 5,2? 2 8,25 2 5,25 2 8,40 2 1,75 1 2 2 

130 2 0,00 1 0,00 1 X X 9,00 2 0,50 1 2 2 

131 2 3,50 1 5,25 2 4,67 1 6,00 2 0,50 1 2 2 

132 2 6,50 2 9,75 2 6,50 2 10,00 2 4,50 2 2 2 

133 2 4,00 1 9,00 2 6,00 2 6,00 2 1,00 1 2 2 

134 2 0,00 1 0,00 1 X X X X 0,00 1 2 

135 2 1,00 1 0,00 1 2,00 1 X X 2,00 2 2 2 

136 2 7,50 2 11 ,25 2 ?,_50 2 6,33 2 2,75 2 2 2 

137 2 7,00 2 11 ,25 2 7,00 2 7,33 2 3,25 2 2 2 
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