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RESUMO

Natalino RJM. Estudo das proteinas que regulam a apoptose no retinoblastoma
de pacientes submetidos a enucleacio ou exenteraciio ao diagnéstico. Sao Paulo;

2009. [Dissertacao de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

O Retinoblastoma ¢ a neoplasia intraocular mais comum na infancia e ¢ resultado da
inativagdo parcial ou total dos dois genes do retinoblastoma (RB1). Com os
tratamentos utilizados atualmente, ha um excelente prognostico; e os desafios atuais
sdo a preservacdo da visdo e a cura do retinoblastoma que se extende para sistema
nervoso central. O estudo das vias de apoptose ¢ fundamental porque muitos dos
tipos de tratamentos contemporineos resultam em apoptose. Bloqueios nesta via
podem estar associados a pior progndstico. CASUISTICA E METODOS: as
proteinas relacionadas a apoptose foram avaliadas pela imunoistoquimica em
plataformas de “tissue microarray” contendo tumores de 93 pacientes sem nenhum
tratamento prévio a cirurgia. As reagdes imunoistoquimicas foram avaliadas tanto
pela microscopia Optica quanto pela plataforma ACIS III®. O indice apoptotico foi
avaliado pela contagem de células marcadas pela caspase-3 clivada em 1000 células.
RESULTADOS: As proteinas pro-apoptoticas foram expressas mais frequentemente
do que as proteinas antiapoptoticas. A diminuig¢do da expressdao de p53 foi associada
a extensdo tumoral extraocular. A mediana do indice apoptotico (Al) foi de 0,085.
Houve uma tendéncia a associacdo entre tumores com Al > 0,17 (p75) e um pior
prognostico (p=0,057). Extensdo extraocular, comprometimento pds ldmina crivosa e
da esclera foram associados a pior sobrevida em anélise univariada. CONCLUSAO:
As células tumorais parecem estar susceptiveis a apoptose, entretanto nao houve
correlacdo entre Al e a intensidade de expressdo de proteinas pro-apoptoéticas como
p53, Bax, PUMA ¢ Smac/DIABLO. A proteina Bcl-x; apresentou correlagdo
negativa com Al o que pode sugerir que esta proteina tenha um papel central no
bloqueio da apoptose e houve uma tendéncia de associagdo entre Al > 0,17 e pior

prognostico no retinoblastoma.



SUMMARY

Natalino RJM. [Study of the proteins that regulate the apoptosis in the
retinoblastoma of patients who underwent enucleation at diagnosis]. Sao Paulo;

2009. [Dissertacao de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

Retinoblastoma is the most common intraocular malignant neoplasia during
childhood and is a result of the partial or total inactivity of two copies of the
retinoblastoma genes (RB1). Under the treatment currently used, there is a good
prognosis, and the current challenges are the preservation of eyesight and the cure of
retinoblastoma which spreads to the central nervous system. The study of apoptotic
pathways is fundamental because many contemporary forms of treatment result in
apoptosis. Blockages in this pathway can be associated with poor prognosis.
METHODS: Related apoptosis proteins were evaluated using immunohistochemistry
on tissue microarrays which contained samples of tumors taken from ninety-three
patients without any treatment previous to surgery. The immunohistochemistry
reactions were evaluated using an optical microscope as well as the ACIS III®
platform. The apoptotic index was assessed by counting cells marked with cleaved
caspase-3 in 1000 cells. RESULTS: The pro-apoptotic proteins were more frequently
expressed than the anti-apoptotic proteins. The lower p53 expression was associated
with extra ocular tumor extension. The median of the apoptotic index (Al) was
0.085. There was a trend towards the association between tumors presented with Al
> 0.17 and poorer survival (p=0.057). Extra ocular extension, scleral and post
laminar optic nerve involvement were associated with poor survival in a univariate
analysis. CONCLUSIONS: The tumor cells seemed to be susceptible to apoptosis,
but there was no correlation between Al and the intensity of pro-apoptotic protein
expression, such as p53, Bax, PUMA and Smac/DIABLO. The protein Bcl-x had a
negative correlation with Al. Then, Bcl-x; could be implicated in the apoptosis block.

Also, there was an association tendency between Al > 0.17 and a poorer prognosis.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura §

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

LISTA DE FIGURAS

Tipos de estruturas observadas em retinoblastomas e retinomas..... 4
Foto de microscopia eletronica demonstrando um “fleurette”™........... 5
Fotomicroscopia de rosetas e “fleurettes”............ceccervverveeveeneennennn. 6

Caracteristicas do segundo evento somatico em pacientes com

TUMOTES ZEIMINATIVOS. .. .eeeteieeieeriiierieeeireeereeereeereeeseeessneessseessseenns 14

Vias moleculares onde a auséncia de pRb pode levar a apoptose

através da liberacao de EoF.......oooivviiiiiiiiiiieceeecee e 17
Diagrama do modo de agdo da proteina Bl-Xp.....coocevvevveniiencinnnns 19
p53 pode induzir tanto parada do ciclo celular quanto apoptose........ 26

M.E. e fotomicroscopia das células do retinoblastoma vidveis,

NECTOLICAS € APOPLOTICAS. ..evvrerrerereeeieeiierirerieeereeeeeeeeereeseeseeesneeeaeneeens 32

Fotografia de lamina obtida da plataforma de “tissue microarray”

submetidas a reagdes IMuNOIStOQUIMICAS. .....eerveereeereeeriieriierieenieeenans 41
Fotomicroscopia da reagdo imunoistoquimica de pS53.........ccccceeenene 54
Expressao de p53, PUMA e Bax em areas com hipdxia.................... 54
Fotomicroscopia da reacdo imunoistoquimica de Bax....................... 54
Fotomicroscopia da reacdo imunoistoquimica de PUMA.................. 56



Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Fotomicroscopia da reacdo imunoistoquimica de Bak.................... 56

Fotomicroscopia da reacdo imunoistoquimica de BimponG...eevveeee.. 56
Fotomicroscopia da reacdo imunoistoquimica de Smac/DIABLO.... 57
Fotomicroscopia da reacao imunoistoquimica de APAF-1................ 57
Fotomicroscopia da reagdo imunoistoquimica de pro-caspase-3....... 57
Fotomicroscopia da reacdo imunoistoquimica de Bel-xy................... 58
Fotomicroscopia da reacdo imunoistoquimica de Bcl-2.................... 58
Fotomicroscopia da reagdo imunoistoquimica de MDM2................. 58

Curva ROC demontrando a comparacao entre as medidas do ACIS

III® e as medidas da microscopia OPtica.........cecerueeeereerueenienueneennans 63

Fotomicroscopia de reagdo imunoistoquimica para caspase-3

ClIVAAA. ... 67
Distribui¢do dos valores do indice apoptético medido....................... 68
Correlagdo entre expressdo de Bcel-x. e caspase-3 clivada................. 71

Fotomicrocospia demonstrando a expressao das proteinas

relacionadas a apoptose estudadas no retinoma............cceeceeveeneennnne 92



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

LISTA DE TABELAS

Principais estudos que quantificaram a apoptose no

TELINODIASTOMIA. ..ceeeeeeeeeeee e e eeeee e e e e e e eeeeeeeas 33

Anticorpos utilizados, clones e origem em relagao as proteinas

controladoras da apOPLOSE.........eveerueerieeriieniieriierieeieeie et 43

Gradagdo da reacdo imunoistoquimica de acordo com a

INEENSIAAAE . e e e e eeeeeeeeeeeees 43

Gradagao da reagdo imunoistoquimica de acordo com o numero de

CElUIAS COTAAS. ... .oviiiiiiiiiiieiice e 44
Caracteristicas demograficas € clinicas..........ecevevereeieenenceiennnn 48
Estadiamento clinico e anatomo patolédgico do retinoblastoma....... 49
Seguimento dOS PACIENLES. .....ccueerreeriieriieriieriesie et 50

Analise univariada de sobrevida segundo variaveis clinicas e

dEMOZIATICAS. ....eeveieiiieiiece e 51

Analise univariada da sobrevida segundo varidveis anatomo

PALOLOZICAS. ...ttt 52

Expressdao a imunoistoquimicas das proteinas avaliadas por

MICTOSCOPIA OPLICA...euvveeuriiuiienieeieeieeieeteeteeteeteeaeeeeeaeeneeeseenaeenes 59

Expressao imunoistoquimica das proteinas de expressdo

citoplasmatica avaliadas na plataforma ACIS IlI®.......................... 60



Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

Expressdao imunoistoquimica das proteinas de expressdo nuclear

avaliadas na plataforma ACIS III®...........ccoceviiriiiinieeeeeeeee,

Comparagdo das areas sob a curva ROC para cada marcador
citoplasmatico e escolha do ponto de corte baseado no ponto da

curva ROC mais proximo do ponto (0,1).......ccceveeveveneniienienenenne.

Comparagdo das dreas sob a curva ROC dos marcadores

imunoistoquimicos de padrao nuclear.............ccoecvevvvereenienieeieennen.

Indice kappa de concordancia entre os valores obtidos na
microscopia Optica e os valores obtidos através da estratificacao
dos resultados obtidos no ACIS III® para os marcadores

CItOPIASINALICOS. .. eeievieeiieeiieectee et eree et ee e et e s bee e e eneeenes
indice kappa de concordancia entre os valores obtidos na
microscopia Optica e os valores obtidos através da estratificacdo
dos resultados obtidos no ACIS III® para os marcadores nucleares.
INAICE APOPIOLICO. ...t
Correlagdo de Al e medidas da caspase 3 clivada feitas no ACIS
Correlagdo entre caspase 3 clivada e proteinas relacionadas a

APOPLOSE .ttt ettt ettt ettt e e e e e e e bae e

Correlagdo entre expressao de p53 com a expressao das demais

PTOEINAS. ..c.uteiiieitiiteeie ettt ettt et

Verificagdo de associagdo entre indice apoptdtico e extensdo

BUITIOTAL ¢ e e e ee e eaeeeeeas

60

62

63

65

66

67

69

70

72



Tabela 22

Tabela 23

Tabela 24

Tabela 25

Tabela 26

Expressao imunoistoquimica e extensao tumoral..............ccccceeeueennen. 73

Extensdo tumoral e a expressdo imunoistoquimica medida no

ACTS TH® ...ttt 74

Sobrevida segundo as medidas semi quantitativas feitas através da

MNICTOSCOPIA OPLICA...eeuvrereieniietieseieeieseeseeseteeeeeaesneesseeeeeenseeseenseenes 75

Sobrevida global segundo as medidas obtidas na plataforma ACIS



LISTA DE ABREVIACOES

Al indice apoptdtico
APAF-1 “apoptotic activation factor-1”

Bak “Bcl-2 homologous antagonist/ killer”

Bax “Bcel-2—associated X protein”

Bcl-2 “B-Cell Lymphoma/Leukemia-2”

Bel-xy, “B-Cell Lymphoma/Leukemia-x large”

BH3 “Bcl-2 homology domain”

Bim “Bcl-2 interacting mediator of cell death”

Bimg, “Bcl-2 interacting mediator of cell death extra long”
Bimy, “Bcl-2 interacting mediator of cell death long”
Bimg “Bcl-2 interacting mediator of cell death short”

Caspase “cysteine-aspartic-acid-proteases”
CCSG  “Children Cancer Study Group”
DIABLO “Direct IAP Binding Protein with low isoeletric point”

DNA “Deoxyribonucleic acid”

DP desvio padrao

EGFR  “Epidermal Growth Factor Receptor”

H&E coloracao de hematoxilina & eosina

HIF “Hypoxia inducible transcription factor”

IAP inibidores de apoptose (ou “inibitor of apoptosis protein family)
IL-3 interleucina-3

ISEL “in situ end-labeling technique”

MDM2  “murine double minute — 2”

M.E. microscopia eletronica

NO oxido nitrico

pS3 proteina 53 ou “tumor protein 53”
pRb proteina Rb

PUMA  “p53 upregulated modulator of apoptosis”

Rb1 genes do retinoblastoma



rNTP ribonucleotideos trifospato

SG sobrevida global

Smac “Second mitochondria-derived activator of caspases”
ROC curva “Receiver operating characteristic”

TMA “tissue microarray”’

TNF-1  “tumoral necrosis factor-1”

TNM Classificacdo de Tumores Malignos TNM (T descreve o tamanho do
tumor; N, linfonodo regional; e M, metastases)

TTT termoterapia transpupilar

TUNEL “terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end
labelling”

VEGF  “Vascular endothelial growt factor”



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9
1.10
1.10.1
1.10.2
1.10.3

2.1
2.2
23
24

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

INDICE

INTRODUGAOQ. cccu.ccumiiimiirnncisnsisssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 1
Epidemiolo@ia.......c.oeiuiiiiiiiiieiieie et 1
APresentagao CHNICA.......ccuieriierieeiieiiesie ettt ettt et et 2
Aspectos AnAtomo-PatolOZICOS. ........cevuieriiiiieiieieeie ettt 2
Terapéutica do Retinoblastoma.............ccueevcuiieiiieiiieeciee e 7
EStadiamento.........cooiiiiiiiiiiiiecie e 10
Progndstico do Retinoblastoma.............cccueevieeiieiieniienieeiecieece e 11
O Modelo de KNUASON....c...oiuiiiiiieiieiieieeieieeee e 12
Gene do Retinoblastoma..........cocueeiuieiiiiiiiiieiieie e 14
A proteina Retinoblastoma (PRD).........coocuieiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e, 15
F N 0 10] 0] 101 TSP UP SRR 16
Definigdo, fungoes € MECANISINOS. ........ceevieeeueeeeiieeetreeereeeeteeeereeeereeeeveeeeanees 16
Moléculas envolvidas Na aPOPLOSE.......ccccveerevieeiieeeiiieeiiee e eneeeereeeereeereeens 20
M¢étodos de detecgao da apOPLOSE.......cueeueerieeriieiieriieee e 30
OBJETIVOS E HIPOTESES......ouovevteetesresressessessessessessssessessessssessessessesses 35
ODJETIVOS. ..eevtieiiieiieeiie et et e et e eteete e st eesbeeae e bt e ssaeesbeesseessseesseesseenseeesseesseenseas 35
HIPOTESES. .. etieeiie ettt et e e e e e e e e e enreeeenaeeeanee s 35
ODBJELIVOS POSE HOC......ceeoeiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 36
HIPOLESES POST HOC. ..ottt 36
CASUISTICA E METODOS.....cuuciicrrmcisnssssnssssssssssssssssmsssssmssssssssssssssss 37
Selegao das AMOSIIAS. ....cc.uieciieeciiieciie et et et et e e sae e e ree e aeesbaeeenreaens 37
Coleta de dados N0 ProNtUATIO.......ccueeeuveeieeiieiieeie ettt 37
Avaliagao hiStOIOZICA......ccvieriieriiieiieiieieeie ettt seae e ens 38
Confeccao da “TiSSUE ATTAY .....veeeeerierieeeiieeeieeerteeeieeesreeeaeeesreeeaaeesnseeenes 39
IMUNOISTOQUIMMICA. ...ttt e 41
ANAlISE EStatiStiCa......eevviriieiiiiiiiiiieiecteeee e 44

COMISSAO A€ ELICA...ceeeeeeeeteeeeee et e ettt eeeeeeeeeeeeeeeaaaeeaaeeeeeeanenes 45



4.1
4.2

43
44

4.5
4.6

4.7

4.8
4.9

RESULTADOS....ucoiiitiieinicsenssicnsssecsssssecssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssess 46
Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo...........ccceeeeveeveieenieeecieeenee. 46
Analise univariada de sobrevida a partir dos dados clinicos e anatomo-

PALOLOZICOS. ...ttt ettt ettt sea e e be et e et e aeeenseenseas 51
IMUNOISTOQUIMMICA. ....veeeieeiiieiieeiie ettt ettt et e e te et eeabeebe e s e saeensaens 52
Comparagao dos resultados da avaliagao pela microscopia Optica e das

medidas obtidas pelo ACIS II®........c..cocovieniriininiiieiceccecce e 61
Indice Apoptotico e a expressdo de Caspase-3 clivada...........ccooevevreeeeennnen. 66

Correlagdo entre as medidas quantitativas do indice apoptotico e as

medidas da caspase-3 clivada realizadas no ACIS III®.............c.ccccvvrenennnee. 68
Correlagdo entre as medidas de expressao feitas pelo ACIS III® e o indice

APOPLOLICO. .o envieeieeiieeiieiteette et et et e etteete e bt estteesbeenseenseesseesnseenseenseensseenseenseens 69
Verificag¢ao de associagdo entre o indice apoptotico e a extensao tumoral.....72

Verificagdo de associacdo entre a expressao imunoistoquimica e a

EXEENSA0 tUMOTAL ...ooiiiiiiiiiiiiiii ittt e et e e e e e s e eaaaaeeeas 73

DISCUSSAOQ.....cucueeererereressesessssessesessssesssessssssssssssssassssssssessesessessssssesessesessene 79

CONCLUSOES......cooureruerrerssesssssssssssssssssesssssssessessssessssssessessssessessssssessasens 97

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ......cevueererresressessessessessessessessessessense 98
ANEXOS

Anexo 1 Classificacio de REESE-ELLSWORTH

Anexo 2 ABC — CLASSIFICACAO DE MURPHREE

Anexo 3 Classificagao do CCSG-962

Anexo 4 Proposta de classificagdo do Retinoblastoma

Anexo 5 Dados clinicos, epidemioldgicos, histopatoldgicos e
imunistoquimicos

Anexo 6 Protocolo de Imunoistoquimica



1 INTRODUCAO

Retinoblastoma ¢ a neoplasia maligna que se origina de células embriondrias
da retina. Estudos imunoistoquimicos, ultraestruturais e moleculares, além das
caracteristicas histopatoldgicas, corroboram o conceito de que o retinoblastoma surge

de células totipotentes (DYER ¢ BREMNER 2005).

1.1  EPIDEMIOLOGIA

E a neoplasia intraocular maligna mais freqiiente na infincia. Sua incidéncia
¢ de aproximadamente 1:18000 nascidos vivos (DEVESA 1975) e tem havido poucas
alteragdes nesta taxa nas ultimas décadas (TAMBOLI et al. 1990). Acomete
principalmente criancas entre o nascimento e 5 anos de idade embora também possa
ocorrer em criangas mais velhas (DE AGUIRRE NETO et al. 2007) e até¢ mesmo
adultos (ODASHIRO et al. 2005). No Brasil, os dados do Registro de Cancer de
Base Populacional apresentam uma incidéncia de 0,61/100.000 para o sexo
masculino em Sao Paulo, e de 0,60/100.000 para o sexo feminino em Fortaleza
(Ministério da Saude 2003). Também ndo hé evidéncias de diferencas na incidéncia
entre ragas, embora pareca ocorrer diferengas importantes na incidéncia entre paises,
com paises em desenvolvimento na América Latina, Africa e Asia apresentando

maior incidéncia (HURWITZ et al. 2002).



1.2 APRESENTACAO CLINICA

A apresentagdo clinica do retinoblastoma depende do tamanho e da
localizagdo do tumor. O principal sinal ¢ a leucocoria. Outras freqiientes
apresentacdes sao: proptose, estrabismo, glaucoma e perda da visao. Endoftalmite,
uveite, hifema espontaneo, heterocromia de iris, anisocoria, neovasos de iris,
deposi¢ao de tumor na iris € no cristalino sdo apresentagdes pouco freqiientes do
retinoblastoma (BINDER 1974; BALASUBRAMANYA et al. 2004). Em tumores
metastaticos ao diagndstico, a sintomatologia depende do 6rgdo ou tecido acometido
(GUNDUZ et al. 2006).

Os Retinoblastomas podem ser classificados como: germinais ou esporadicos.
Os pacientes portadores de tumores germinais geralmente apresentam
retinoblastomas bilaterais ou wunilaterais multifocais, enquanto os pacientes
portadores de esporadicos apresentam tumores Unicos € unilaterais. Ao diagnostico, a
média de idade dos pacientes com tumores germinais ¢ de 12 meses, enquanto nos

pacientes com tumores esporadicos ¢ de 24 meses (AUGSBURGER et al. 2004).

1.3  ASPECTOS ANATOMO-PATOLOGICOS

Macroscopicamente, o retinoblastoma pode apresentar diferentes padroes de
crescimento. Retinoblastomas com padrdo endofitico sdo tumores fridveis que
crescem em dire¢do ao corpo vitreo e podem apresentar inimeras sementes vitreas.
Os de padrao exofitico crescem em dire¢do a coroide, acometendo primeiro o espago

subrretiniano causando descolamento de retina, e depois ultrapassando a membrana



de Bruch e invadindo a coroide. Ha ainda um padrao de crescimento mais raro que ¢
o difuso, que causa espessamento da retina sem calcificagdes (BHATNAGAR e
VINE 1991). Nao parece haver importantes diferencas na evolucdo entre os
retinoblastomas exofiticos e endofiticos, exceto que os tumores exofiticos
apresentem maior taxa de invasdo da coroide (PALAZZI et al. 1990). Contudo, um
retinoblastoma de padrao difuso geralmente apresenta estadiamento mais avangado a
enucleacdo (BHATNAGAR e VINE 1991).

Microscopicamente, o retinoblastoma ¢ composto de células com um nucleo
grande ¢ basofilico, e citoplasma escasso. Apresenta areas de necrose, inumeras
figuras de mitose e de apoptose. Ha também calcificagdes que sdo vistas em areas de
necrose tumoral. Se a necrose € extensa, as células necroticas podem liberar seu
DNA que se apresenta como um material basofilico na parede dos vasos sanguineos.

A vascularizagdo ¢ proeminente, e cada vaso sanguineo ¢ circundado por um
manguito de células vidveis. As células tumorais localizadas em uma distancia maior
que 90-110 micrometros podem sofrer necrose ou apoptose (MCLEAN et al. 1994).
A quantificacdo da area vascular representa um fator prognoéstico independente de
fatores de evolugdo classicos como invasdo do nervo Optico e invasdao da coroide,
provavelmente porque a capacidade de recrutamento de vasos pelo tumor esta
relacionada a sua progressao (MARBACK et al. 2003).

A formacao de rosetas ¢ uma das caracteristicas histoldégicas mais conhecidas
do retinoblastoma (Figura 1). A roseta de Flexner-Wintersteiner ¢ composta por
células cuboidais que circundam um limen apical que contém mucopolissacarides
acidos resistentes a hialuronidase de forma similar aos mucopolissacarides existentes

proximos a bastonetes ¢ cones (MCLEAN 1996). Os “fleurettes” apresentam



diferencia¢do para fotorreceptor que lembram os segmentos internos dos cones. A
Figura 2 apresenta as caracteristicas ultraestruturais dos “fleurettes” com actmulo de
mitocondrias nas suas projecdes. As rosetas de Homer-Wright se assemelham as
rosetas de Flexner-Wintersteiner, mas nao apresentam limen (FONT et al. 2006). A

Figura 3 demonstra o aspecto das rosetas e “fleurettes” nas coloragdes habituais.

Legenda: A — Roseta de Flexner-Wintersteiner; B - Roseta de Homer-Wright; C - “fleurettes”
Fonte: Adaptado de YANOFF e FINE (2002).

Figura 1 - Tipose de estruturas observadas em retinoblastomas e retinomas.

A quantificagdo da formacdo de rosetas estd relacionada ao grau de
diferenciagdo dos retinoblastomas, sendo adotada a classificagdo de bem,
moderadamente e pouco diferenciado dependendo da porcentagem da area onde ¢

observada a formagdo de rosetas de Flexner-Wintersteiner. Tumores com mais que



80% da area com formagdo destas rosetas sao classificados como bem diferenciados,
enquanto os que ndo apresentam formacao de rosetas sdo classificados como pouco
diferenciados; e os intermediarios como moderadamente diferenciados. A
diferenciagdo do retinoblastoma parece ndo ter importdncia progndstica
(KHELFAOQOUI et al. 1996) embora os estudos iniciais demonstrassem que o0s
retinoblastomas pouco diferenciados apresentavam pior evolugdo (ANDERSEN
1971). No entanto, SCHOUTEN-VAN MEETEREN et al. (2001) demonstraram que
os tumores pouco diferenciados t€ém maior sensibilidade in vitro a quimioterapicos

tais como a carboplatina, doxorrubicina e ifosfamida.

Legenda: fotomicroscopia eletronica de um “fleurette”. Observar as intmeras mitocondrias (m) no
apice da estrutura.
Fonte: Adaptado de YANOFF e FINE (2002)

Figura 2 - Foto de microscopia eletronica demonstrando um “fleurette”.



A principal forma de progressdao do retinoblastoma ¢ através do nervo optico
onde as células tumorais se espalham entre as fibras nervosas e infiltram o espago
subaracnoide através da pia-mater. Desta forma, um dos principais fatores
prognoésticos do retinoblastoma ¢ o status do nervo Optico a enucleacdo

(KHELFAOUI et al. 1996).

Legenda: Coloracao de H&E: A — Roseta de Flexner-Wintersteiner; B - Roseta de Homer-Wright; C

- “fleurettes”

Figura 3 - Fotomicroscopia de rosetas e “fleurettes”.

Em relagdao a invasdao da coroide, ha inumeras formas de classificar e
interpretar os achados histologicos. Em diferentes servigos, o conceito de invasao
difusa da coroide pode variar desde: a invasdo tem que ser maior que 3 mm;
apresentar mais que 3 focos; invadir mais que 50% da espessura da coroide ou ter
que invadir toda a espessura da coroide até tocar a esclera (CHANTADA et al.
2008). Entretanto, a maioria dos autores concorda que a invasdo da coroide também ¢
fator de pior progndstico. KHELFAOUI et al. (1996), demonstraram que 7% dos
pacientes tiveram recaidas da neoplasia no grupo dos pacientes sem invasdo da
coroide, enquanto cerca de 25% dos pacientes com invasdo macica da coroide

recidivaram.



A invasdo da camara anterior ¢ mais frequente nos pacientes com recaida,
mas esse fator ndo foi significante em uma analise multivariada (KHELFAQUI et al.

1996).

1.4 TERAPEUTICA DO RETINOBLASTOMA

As modalidades de tratamento sdo variadas, sendo a mais antiga forma de
tratamento a enucleagido (ABRAMSON e SCHEFLER 2004), que ainda ¢ utilizada
em alguns casos especificos. Entretanto, a enucleacdo leva a perda definitiva da
funcao visual e por isso houve uma busca por formas de tratamento conservadores do
retinoblastoma.

Uma das primeiras opg¢des utilizadas para o tratamento conservador foi a
radioterapia externa. E ainda indicada para tumores maculares pequenos com o
intuito de preservar a visdo central. Ha restricdes ao uso de radioterapia
principalmente pelo aumento do risco de segundas neoplasias nos casos de tumores
germinais. Outras complicagdes sdo: catarata, lesdes vasculares com possiveis
hemorragias vitreas e hipoplasia de ossos faciais e temporais. Com as altas taxas de
cura observadas nesses pacientes, o refinamento nas novas modalidades terap€uticas
foram se impondo (ABRAMSON e SCHEFLER 2004).

A terapéutica oftalmologica utilizada em tumores intraoculares como a
fototerapia, com a utilizacdo de LASER, ¢ indicada em tumores pequenos distantes
da macula ou da papila. O LASER ¢ aplicado em torno da base do tumor com o
objetivo de impedir o suprimento sanguineo do tumor (ABRAMSON e SCHEFLER

2004).



A termoterapia transpupilar (TTT) ¢ a utiliza¢ao de energia em forma de raios
infravermelhos. Ao contrario da fototerapia, a termoterapia ¢ aplicada sobre o tumor,
levando as células tumorais a uma temperatura em torno de 45-60°C, que nio ¢ capaz
de causar necrose, mas leva a ativagdo direta da apoptose (ABRAMSON e
SCHEFLER 2004). Por isso, a TTT pode ser utilizada em tumores peripapilares. Em
lesdes periféricas, os raios infravermelhos também podem ser aplicados através da
conjuntiva por um “probe” especial.

A crioterapia pode ser usada como terapia primdria para retinoblastomas
quando o tumor é pequeno (menor que 3-4 diametros de papila) e periférico. Apos a
colocacao do probe de crioterapia, o tumor é congelado rapidamente o que causa a
formagao de cristais de gelo, desnaturagdo de proteinas e alteragcdes do pH que levam
a ruptura da membrana das células tumorais. Além disso, a crioterapia causa morte
das células tumorais pela destruigdo da circulagdo sanguinea através dos danos
causados as celulas endoteliais e pela formagdo de trombos (ABRAMSON e
SCHEFLER 2004).

A braquiterapia ¢ utilizada principalmente em tumores medindo entre 4 e 10
diametros de disco e em tumores que ndo regrediram apos a utilizagdo de fototerapia
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ou crioterapia. O lodo
radioativo pode ser colocado dentro de placas com tamanho correspondente ao tumor
e a grande vantagem do uso destas placas ¢ que ha uma exposi¢do minima de
radiagdo para os cuidadores. A placa ¢ removida apds 3-5 dias (ABRAMSON e
SCHEFLER 2004).

A quimioterapia sistémica ¢ utilizada para tratamento de pacientes com

retinoblastoma intraocular, com progndstico visual, que se apresentam com tumores



muito grandes para serem controlados com os tratamentos locais (ABRAMSON e
SCHEFLER 2004). E utilizada para a diminui¢do do volume do tumor, e entdo, o
tratamento ¢ complementado por tratamentos locais. A quimioterapia sistémica para
portadores de retinoblastoma intraoculares com o objetivo de preservagdo do globo
ocular foi proposto nos anos 90 por SHIELDS et al. (1996). Além disso, a utilizagao
da quimioterapia sistémica pode ser responsavel pela diminuicdo dos casos de
retinoblastomas trilaterais (SHIELDS et al. 2001). A experiéncia do Hospital A.C.
Camargo, com um esquema quimioterapico que utilizou carboplatina, etoposide e
vincristina em 84 pacientes, apresentou como resultado a conservacido de 49% dos
globos oculares com retinoblastoma e 36% dos olhos com retinoblastoma foram
tratados sem a necessidade de radioterapia externa. Neste grupo, nao houve relatos
de sérias complicagdes ao tratamento quimioterapico (ANTONELI et al. 2006).

Entretanto, a enucleagdo ainda ¢ utilizada quando as formas de tratamento
conservadoras como quimioterapia, fototerapia ou braquiterapia ndo apresentam
resposta terapéutica. E ainda preconizada como tratamento primario em casos sem
prognostico visual e em casos de tumores avangados como: casos com envolvimento
extenso da retina, rubeosis iridis, glaucoma secundario, ou extensa invasdo da
coroide e do nervo optico (BALMER et al. 2006). Apos a enucleagdo, nao ha um
consenso sobre a necessidade de tratamento quimioterapico adjuvante em casos de
doenca envolvendo cordide e nervo 6ptico (STEINHORST 2006).

O tratamento de retinoblastomas extraoculares ¢ complexo e depende
principalmente do estadiamento (Anexo 2). Nos tumores extraoculares com
envolvimento microscopico dos emissarios esclerais, o tratamento preconizado é

apenas quimioterapia sem a utilizacdo de radioterapia. Para os pacientes com
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margem do nervo Optico ou tecido orbitario comprometidos, o tratamento
preconizado € quimioterapia e radioterapia externa. O esquema quimioterapico
geralmente utilizado s3o ciclos de cisplatina e tenoposide alternado com
ciclofosfamida, vincristina e doxorrubicina. Protocolo realizado neste hospital com a
adi¢dao de ifosfamida e etoposide com a retirada da ciclofosfamida, vincristina e
doxorrubicina apresentou melhora da sobrevida (ANTONELI et al. 2007a). A
radioterapia externa ¢ aplicada na orbita nesses pacientes com estadio II e III da
classificagdo de CCSG. Nos pacientes com estadio IV, além do esquema de
quimioterapia, ¢ utilizada radioterapia em todo o cérebro e neuroeixo. Nos pacientes
com estadio V, a ratioterapia ¢ aplicada na area da metastase (ANTONELI et al.
2003). Além deste tratamento, ciclos de quimioterapia intratecal com metrotexate,
citarabina e dexametasona s3o utilizados. Mesmo assim, 0s pacientes com
comprometimento de sistema nervoso central tem pequena resposta ao tratamento

(ANTONELI et al. 2007b).

1.5 ESTADIAMENTO

Ha diferentes formas de estadiamento do retinoblastoma e ndo foi
estabelecido um sistema de estadiamento padrdo. Devido as multiplas formas
disponiveis de tratamento do retinoblastoma, a complexidade da anatomia ocular e,
principalmente, a diferenga prognostica entre tumores intra e extraoculares, muitos
servigos adotam uma escala de estadiamento para tumores intraoculares e outra para

tumores extraoculares. Somente os esquemas de estadiamento de St. Jude (PRATT et
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al. 1997) e da Classificagao de Tumores Malignos TNM (SOBIN ¢ WITTEKIND
2004) contemplam tumores intraoculares e extraoculares.

Durante muitos anos, a escala de estadiamento mais utilizada nos
retinoblastomas intraoculares foi a escala de Reese-Ellsworth (Anexo 3) publicada
em 1963 (REESE e ELLSWORTH 1963). Esta escala foi criada para predizer a
resposta dos tumores a radioterapia de feixes externos.

Recentemente, com novas formas de tratamento do retinoblastoma
intraocular, outras formas de classificacdo apareceram ¢ a mais promissora ¢ a
International Classification of Intraocular Retinoblastoma (ABC Classification)
(MURPHREE 2005). Esta classificacdo leva em conta as novas modalidades de
tratamento passiveis de preservacdo do globo ocular e divide os tumores em 5
categorias (Letra A até E) dependendo do sucesso ou fracasso terapéutico (Anexo 2).

O estadiamento de tumores extraoculares pode ser estabelecido por diferentes
esquemas como a classifica¢do criada pelo Children Cancer Study Group segundo
Wolff et al. (1978), citado por ANTONELI et al. (2003b, p.403), (Anexo 3) ¢ a
classificagdo internacional proposta por CHANTADA et al. (2006) envolvendo

centros de tratamento do retinoblastoma em diferentes continentes (Anexo 4).

1.6 PROGNOSTICO DO RETINOBLASTOMA

O prognostico do Retinoblastoma depende principalmente do estadio da
neoplasia ao diagnodstico. Enquanto pacientes com tumores que sdo diagnosticados

quando ainda ndo apresentaram extensdo para estruturas extraoculares apresentam

sobrevida em 5 anos de até 99% (ABRAMSON e SCHEFLER 2004) as taxas de
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sobrevida de pacientes com extensdo extraocular estdo em torno de 50-60%
(ANTONELI et al. 2003).

No Brasil, observa-se um declinio das taxas de mortalidade do
Retinoblastoma nos ultimos anos (RIBEIRO e ANTONELI 2007). Essa taxa
decresceu no sexo masculino de 0,14:100.000 em 1981 para 0,06:100.000 habitantes
em 1994, Isto ¢é provavelmente decorrente da melhora do tratamento do
retinoblastoma, encaminhamento precoce dos pacientes e a campanhas educacionais

direcionadas aos profissionais de saide (RIBEIRO e ANTONELI 2007).

1.7 O MODELO DE KNUDSON

O Retinoblastoma sempre foi um modelo de estudo para outras neoplasias.
KNUDSON (1971) propds o modelo do duplo evento mutacional, para explicar a
origem dos retinoblastomas, tanto os unilaterais quanto os bilaterais. Em 1975,
KNUDSON estendeu este modelo para explicar a origem de outras neoplasias da
infancia.

A partir dos estudos no retinoblastoma, foi também feita a descri¢do de um
gene supressor de tumores. Esse gene esté localizado no braco longo do cromossomo
13 e ¢ denominado gene do Retinoblastoma (RB1) (FRIEND et al. 1986). Outras
neoplasias como carcinoma urotelial ou carcinoma de pequenas células do pulmao
também podem apresentar alteragdes nesse gene (SCAMBIA et al. 2006).

A proposta de Knudson foi de que os tumores unilaterais apresentavam maior
tempo para o aparecimento porque necessitavam de dois eventos numa mesma célula

para o seu aparecimento. Os tumores bilaterais, em alguns casos de pacientes com
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histéria familiar positiva, necessitavam da metade do tempo para o desenvolvimento
do tumor pois o primeiro evento teria sido herdado. O fato de todas as células do
corpo terem herdado esse evento explicaria a presenca de inimeros focos do tumor ,
visto que o segundo evento poderia ocorrer em vdrias células da retina. Esse fato
também justificaria a maior susceptibilidade desses pacientes a segundas neoplasias
(HARBOUR 2006).

Os tumores bilaterais geralmente sdo conseqiiéncia de mutagdes germinativas
do gene do retinoblastoma (gene RB1). A possibilidade de um paciente desenvolver
um retinoblastoma bilateral como consequéncias de mutagdes somaticas ¢ em torno
de 1:1.000.000.000 (MURPHREE 1998). Entretanto, aproximadamente 82% dos
pacientes com tumores bilaterais ndo apresentam histéria familiar. Apresentam
mutagdes germinativas novas ou mutagdes herdadas de baixa penetrdncia que ndo
comprometeram o genitor afetado. Neste ultimo caso, ¢ comum ao exame de
mapeamento da retina, o encontro de um retinocitoma assintomatico neste genitor
afetado (MURPHREE 1998).

Os tumores unilaterais, em sua maioria, sdo conseqiiéncias de duas alteragoes
somaticas. Entretanto, um ter¢o dos pacientes com historia familiar positiva
apresenta doenca unilateral (AUGSBURGER et al. 2004). Isso pode ser explicado
porque alguns tipos de mutagcdo do gene Rbl (ou em seu promotor) podem produzir
quantidades deficientes de proteina Rb (pRb) ou proteinas mutantes com atividade
parcial (BREMNER et al. 1997; HARBOUR 2001). E a quantidade de atividade da
pRb também depende do tipo de segundo evento que ocorre nas células precursoras
(Figura 4). E mesmo pacientes com tumores unilaterais, unifocais e sem historia

familiar podem apresentar estas mutagdes germinativas (BRICHARD et al. 2006).
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Legenda: caracteristicas do segundo evento somatico em pacientes com tumores germinativos, € como
as mutagdes associadas a baixa penetrancia se comportam dependendo de qual foi o segundo evento.

Fonte: Adaptado de HARBOUR (2001)

Figura 4 - Caracteristicas do segundo evento somatico em pacientes com tumores

germinativos.

1.8 GENE DO RETINOBLASTOMA

O gene de susceptibilidade do Retinoblastoma Humano (RB1) ¢ um gene
com 27 éxons primeiramente descrito em 1986 (FRIEND et al. 1986). Apresenta
inameras alteragdes catalogadas, desde mutagdes “nonsense”, “missense”, “splicing”
e pequenas delegdes e inser¢des que se acumulam em areas denominada “hot spots”
(VALVERDE et al. 2005). Esses “hot spots” coincidem com areas preservadas da

proteina durante a evolugdo denominas “box a” e “box b” responsaveis pela ligagcdo

da pRb com o fator de transcrigdo E,F (HARBOUR 2001). Ha também perda do
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gene RB1 consequente a delegdes de parte do cromossomo 13, que podem causar
além dos tumores oculares, deformagdes dos ossos do cranio, retardo mental ¢ no

desenvolvimento neuropsicomotor (BRICHARD et al. 2008).

1.9 A PROTEINA RETINOBLASTOMA (pRb)

O gene RBI1 codifica uma fosfoproteina nuclear de 110 kDa com uma
seqiiéncia de 928 aminodcidos, que ¢ a proteina do retinoblastoma (pRb). Ela se liga
a membros da familia de fatores de transcricdo E,F inibindo sua agdo. Esses fatores
de transcrigdo regulam genes necessarios durante a progressdo do ciclo celular. O
RBI1 age entdo como gene supressor de tumor, em parte pela supressdo do ciclo
celular na transi¢do G1/S. Isso explica porque a inativagdo dos dois genes RBI1 retira
o fator de inibi¢do da progressdo do ciclo celular na transicdo G1/S o que resulta em
uma proliferagdo celular desregulada (CLASSON e HARLOW 2002).

A proteina pRb também apresenta importante papel na diferenciag¢do celular.
Havia um modelo tedrico que a pRb atuava na diferenciacdo apenas retirando a
célula do ciclo celular. Atualmente o consenso ¢ que a pRb atua na diferenciacio
através de mecanismos diferentes daqueles da ligacdo com as proteinas E,F, que
fazem o controle do ciclo celular. Mesmo proteinas com alteracdes nos sitios de
ligagdo com E,F mantém propriedades de promover a diferenciacdo celular
(GOODRICH 2006).

A proteina pRb apresenta importante atuagdo na apoptose. Os camundongos
sem as duas copias do gene RB1 apresentam sérias anormalidades em sistema

nervoso central e hematopoiese devido a intensa e aberrante apoptose nestes tecidos
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causando a morte do embrido antes do nascimento (CLARKE et al. 1992).
Entretanto, foi observado que as placentas destes camundongos apresentavam
alteracdes na sua arquitetura e fungdo. E que os embrides RB1-/- com placenta
normal (RBI1+/+) ndo apresentaram a apoptose aberrante, ou seja, parece que na
auséncia de pRb, as células ficariam mais sensibilizadas a apoptose sob o estimulo
isquémico causado pelas alteragdes na placenta (DE BRUIN et al. 2003). Em muitos

tecidos, a perda de pRb induz a expressio de grandes quantidades de p14***

que
inibe a funcdo das proteinas antiapoptoticas MDM2 (“murine double minute — 2”) e
MDM4 e ativa o processo de apoptose dependente de p53 (GUO et al. 2008). Como
observado na Figura 5, na auséncia de pRb, os fatores de transcricdo E,F; sdo
liberados e ativam a transcri¢do de proteinas como o “apoptotic activation factor-1”
(APAF-1) (MORONI et al. 2001) e procaspases importantes na apoptose
(GINSBERG 2002). E,F; aumenta a atividade de p53 através de ligacdes diretas a
proteina e do aumento de p53 quinases aumentando sua atividade de transcri¢do de

proteinas proé-apoptdticas como Bax (“Bel-2—associated X protein”), APAF-1,

caspases, ¢ inibindo a transcri¢do de Bel-2 (HERSHKO e GINSBERG 2004).

1.10 APOPTOSE

1.10.1 Definicao, funcées e mecanismos

A apoptose ¢ frequentemente definida como uma forma de morte celular que
envolve uma sequéncia de ativagdo de proteinas denominadas caspases
(DEGTEREV e YUAN 2008). E caracterizada por alteragdes morfolégicas nas

células como fragmentacdo do nucleo, formacdo de protusdes na membrana
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(“membrane blebbing”) e formagao de corpos apoptoticos. Existem outras formas de
morte celular “programada”: a morte celular autofagica (ou tipo II), necroptose, ¢

morte celular mediada pela PARP-1.
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Fonte: Adaptado de GINSBERG (2002)

Figura 5 - Vias moleculares onde a auséncia de pRb pode levar a apoptose

através da liberacao de E;F.
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A apoptose esta presente nos tecidos desde a embriogénese. E importante
para os organismos pluricelulares para a eliminagdo de células redundantes,
danificadas ou infectadas por patogenos (ADAMS e CORY 1998). Esta presente nos
tumores tanto na sua regressdo quanto em sua fase de crescimento (COTRAN et al.
2005).

A apoptose ¢ ativada por uma cascata de eventos moleculares que culmina
numa fase executora pela ativacdo de proteinas de nome “caspases”. Essa cascata de
eventos ¢ dividida em via intrinseca e extrinseca (COTRAN et al. 2005).

A via extrinseca ¢ ativada por mensageiros externos a célula. Os fatores de
apoptose mais estudados nesta via € o receptor do “tumoral necrosis factor-1” (TNF-
1) e o receptor Fas2.

A via intrinseca € controlada principalmente pela familia de proteinas Bcl-2
(B-Cell Lymphoma-2), localizada nas mitocondrias. A proteina Bcl-2 foi
primeiramente isolada em células que perderam a capacidade de apoptose de uma
linhagem obtida a partir de células neoplasicas de um paciente portador de leucemia
mieloide. Esta familia de proteinas esta subdividida em 3 sub-familias: sub-familia
Bcl-2 (antiapoptotica) constituida por Bcl-2 e Bcl-xp; sub-familia Bax (pro-
apoptdtica) constituida por Bax, Bak e Bok, e sub-familia BH3 “only” (pro-
apoptdtica) constituida pelas proteinas Bik, Blk, Bim ¢ PUMA. O equilibrio dessas
proteinas pro-apoptoticas e antiapoptoética funciona como um reostato para o inicio
do programa de apoptose (ADAMS e CORY 1998).

As proteinas da familia Bcl-2 atuam na integridade da membrana
mitocondrial, impedindo ou estimulando a liberagdo do citocromo-C no citosol. Uma

vez liberado no citosol, o citocromo-C forma com a APAF-1 (apoptosis activation
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factor-1) um complexo proteico denominado apoptossomo que por sua vez, cliva a
précaspase-9 formando a proteina efetora caspase-9 (ZOU et al. 1999).
Especificamente a proteina Bcl-X; liga-se a proteina APAF-1 impedindo-a de ativar
a procaspase-9. No caso de um sinal pro-apoptético ser enviado (Figura 6), proteinas
pré-apoptdticas do grupo BH3 “only” tentardo se ligar ao Bel-X| para que a proteina

APAF-1 seja liberada (ADAMS e CORY 1998).

Mitocondria
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Legenda: Para bloquear a apoptose, Bcl-xL se liga 8 APAF-1. Um estimulo apoptotico que aumenta
as proteinas do grupo BH3 “only” ira bloquear a func¢do da proteina Bcl-x;.

Fonte: Adaptado de ADAMS ¢ CORY (1998).

Figura 6 - Diagrama do modo de a¢do da proteina Bcl-x.

A caspase-9 clivada atua sobre a pro-caspase-3 formando a caspase-3 clivada.
A caspase-3 clivada, por sua vez, ativa a caspase-9 formando uma alca de
retroalimentagdo positiva que amplifica o sinal apoptético.

A partir da ativagdo das caspases, comeca a fase efetora da apoptose. As

caspases atuam sobre varias estruturas celulares. Elas clivam citoesqueleto e
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proteinas da matriz nuclear, além de proteinas que fazem transcri¢ao, replicagdo e
reparo do DNA. Também ativam DNAse pela clivagem de um inibidor desta enzima

(COTRAN et al. 2005).

1.10.2 Moléculas envolvidas na apoptose
o Bcl-2

Bcl-2 tem fungdo essencial na sobrevivéncia da célula através da inibicdo da
liberag@o do citocromo C pela mitocondria. O gene do Bcl-2 foi primeiro localizado
através de estudos de linhagens de células de leucemia linfobléstica aguda de um
paciente adulto que apresentava duas translocagdes: t(8;14) comum no linfoma de
Burkitt e t(14;18) comum no linfoma folicular (PEGORARO et al. 1984). Para este
gene no cromossomo 18, foi dado o nome de Bcl-2 (PEGORARO et al. 1984;
TSUJIMOTO et al. 1984). Entretanto, somente ap6s alguns anos de estudo, seu papel
bioldgico foi ligado ao aumento da sobrevivéncia celular em experimentos em
culturas de células da medula o6ssea. Estas células, que sdo dependentes de
interleucina-3 (IL-3), foram infectadas por um retrovirus contendo a sequéncia de
Bcl-2. Quando a IL-3 foi retirada, as células infectadas pelo virus que continham
excesso de Bcl-2 sobreviveram sem apresentarem proliferagdo (VAUX et al. 1988).

Os estudos que utilizaram imunoistoquimica em amostras de retinoblastoma
encontraram resultados divergentes: em alguns, ndo houve expressdo
imunoistoquimica (YUGE et al. 1995; COUPLAND et al. 1998) enquanto em outros
houve expressao fraca de Bcl-2 (TATLIPINAR et al. 2002) e expressao moderada de

padrao membrana (FUJISAWA et al. 1998).
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. Bak

A proteina Bak (“Bcl-2 homologous antagonist/ killer”’) ¢ um dos membros
da familia Bcl-2 que ¢ capaz de ativar a apoptose. A descricdo da proteina foi feita
por trés grupos de pesquisa diferentes que isolaram a proteina através de sua
capacidade de interagir com a proteina do adenovirus EIB 19K. Esta proteina tém
fungdo de inibir a apoptose da célula infectada pelo virus (FARROW et al. 1995;
CHITTENDEN et al. 1995b; KIEFER et al. 1995).

E uma proteina de 211 aminoacidos que se localiza na mitocondria e para
induzir a apoptose, interage e acelera a abertura de um canal de amnios da membrana
mitocondrial que leva a liberacdo de citocromo C no citosol. A proteina Bak possui
um dominio diferente de BH1 e BH2 (o dominio BH3) que apresenta fungdes pro-
apoptoticas e a capacidade de ligagdo com Bcel-xp, (CHITTENDEN et al. 1995a).

Bak parece ter papel importante na génese tumoral. Em um estudo utilizando
técnica imunoistoquimica, Bak apresentou diminui¢ao de sua expressdo em amostras
de adenomas e adenocarcinomas do c6lon em relacdo a expressao em mucosa normal

(KRAJEWSKA et al. 1996).

. Bax

Bax ¢ uma proteina pro-apoptdtica que apresenta um papel chave na apoptose
mediada pela via intrinseca ou mitocondrial (OLTVAI et al. 1993). Sob um estimulo
apoptdtico, Bax forma oligdbmeros que se agregam na membrana mitocondrial e
interagem formando canais de ions depentes de pH e de voltagem (ANTONSSON et
al. 1997). Desta forma, Bax aumenta a liberagdo do citocromo ¢ da mitocondria para

o citosol (JURGENSMEIER et al. 1998). Em linhagens celulares de retinoblastoma,
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experimentos utilizando bloqueadores do fator de sobrevivéncia celular NFkB que
induzem a apoptose nestas células, a transcricao do gene Bax aumenta demonstrando
que esta proteina ¢ um importante regulador da via de apoptose nestas linhagens
(POULAKI et al. 2002).

A diminucdo da expressdo do gene Bax estd associado a pior resposta a
quimioterapia e pior sobrevida no cancer de mama (KRAJEWSKI et al. 1995).

A diminui¢do da expressdo de Bax observada através da imunoistoquimica
foi associada a pior prognostico em pacientes portadores de cancer de pulmao nao
pequenas células (JEONG et al. 2008), em pacientes com cancer epidermoide da
boca (KATO et al. 2008), carcinoma de es6fago (KANG et al. 2007), tumor de
células germinativas da infancia (ADDEO et al. 2007), carcinoma urotelial da bexiga
(GONZALEZ-CAMPORA et al. 2007), adenocarcinoma da ampola de Water
(SANTINI et al. 2005), carcinoma do ovario e carcinoma do colo uterino

(WOOTIPOOM et al. 2004).

o Bim

Bim (“Bcl-2 interacting mediator of cell death”) foi identificado em
experimentos que determinava quais proteinas se ligam a Bcl-2. Desta forma foi
descoberta esta proteina que apresenta trés variantes: Bimgg (extra long), Bimy, (long)
e Bimg (short) que possuem respectivamente 198, 138 e 110 aminoacidos. A variante
BimS parece ser o mais potente fator pro-apoptotico. Todas as variantes possuem
localizagdo em membranas citoplasmatica como a membrana da mitocondria, e todas

apresentam a sequéncia BH3 (O'CONNOR et al. 1998).
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Bim tem a capacidade de se ligar tanto a Bcl-2 quanto a Bcl-xLL assim como
as outras proteinas do grupo “BH3 only” (O'CONNOR et al. 1998).

O estudo de Bim em outras neoplasias apresentou interessantes resultados.
Em experimentos com culturas celulares de carcinomas de pulmao, Bim apresentou
papel fundamental na indugdo de apoptose em culturas submetidas a inibicdo de
EGFR por erlotinib (GONG et al. 2007). Em estudos utilizando cultura de células de
carcinoma de células renais, a perda de expressdo de Bim estava associada com a

resisténcia a apoptose (ZANTL et al. 2007).

J MDM2

A proteina MDM2 (“murine double minute — 2’) ¢ um importante regulador
negativo da p53. O gene correspondente, de mesmo nome, foi clonado a partir de
RNA isolado de uma linhagem de células transformadas de camundongo
(CAHILLY-SNYDER et al. 1987). MDM2 ¢ considerado um proto-oncogene. A
amplificacdo deste gene estd associada com uma grande variedade de tumores
incluindo até 20% dos sarcomas de partes moles (MOMAND et al. 1998).

MDM?2 interage com um grande numero de moléculas, mas sua principal
funcdo ¢ a de inibir a atividade de fator de transcri¢do da p53 (CHEN et al. 1995).
MDM2 ¢ produzida no citoplasma e necessita voltar ao nucleo. Foi demonstrado que
a PI3Kinase/AKT promove a entrada de MDM2 no nucleo (MAYO e DONNER
2001). No nacleo, MDM2 liga-se diretamente no sitio de transcricdo da p53 e este
complexo sai novamente do nucleo e ¢ degradado por proteases (ubiquitininas) no
citoplasma. Uma vez que p53 aumenta a expressao de MDM2, essas duas moléculas

formam uma alca de autorregulagdao (WU et al. 1993).
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A proteina MDM2, quando interage com a pRb, perde sua funcao de inibir a
p53. A pRb também possui a capacidade de formar um complexo trimérico pRb-
MDM2-p53 que protege o pS3 da degradacdo por proteases € mantém a sua fungdo
apoptdtica (HSIEH et al. 1999).

MDM2 encontra-se expresso na maioria dos retinoblastomas. A auséncia de
expressdo de p14ARF, um importante modulador da MDM2, constitui uma evidéncia
de que a MDM2, bloqueando a funcdo da p53, promove o desenvolvimento do
retinoblastoma (GUO et al. 2008). Reforcando esta hipdtese, um estudo utilizando
um inibidor da fungdo da MDM2, uma pequena molécula denominada nutilina-3,
demonstrou que esta molécula pode reativar a fungdo da p53 e induzir apoptose nas
células do retinoblastoma (LAURIE et al. 2006).

Utilizando-se a técnica de imunoistoquimica, MDM2 apresenta expressao
nuclear em 37% dos sarcomas de partes moles (CORDON-CARDO et al. 1994), em
30% dos carcinomas uroteliais da bexiga (LIANES et al. 1994), em 85% dos
linfomas de Hodgkin (CHILOSI et al. 1994), e em 40% dos carcinomas de mama
(MARCHETTTI et al. 1995). Entretanto, este ultimo estudo demonstrou que a
amplificacdo do gene foi observada apenas em 7,7% dos casos demonstrando que o
aumento de MDM2 pode ocorrer por outros mecanismos além da amplificagdo

génica.

. pS3
A p53 ¢ uma proteina supressora de tumores que induz a apoptose em
resposta a um estresse oncogénico (VOUSDEN e LU 2002). Essa proteina foi

identificada por trés grupos distintos de pesquisa que observaram a expressao
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aumentada desta proteina em linhagens infectadas ou transformada pelo virus SV40
(LINZER e LEVINE 1979; LANE ¢ CRAWFORD 1979) ou em linhagem celulares
de sarcomas de camundongo induzido por hidrocarbonetos policiclicos (DELEO et
al. 1979).

A p53 funciona predominantemente como um fator de transcricdo e ¢
codificada pelo gene Tp53 localizado no brago curto do cromossomo 17
(MATLASHEWSKI et al. 1984; ISOBE et al. 1986). Este gene foi considerado pelo
grupo de estudos coordenado por Prof. Dr. Bert Vogelstein em 1989, como um gene
supressor de tumores (BAKER et al. 1989; NIGRO et al. 1989). Antes, acreditava-se
que o Tp53 era um oncogene. Isto porque, experimentos demonstraram aumento
transitorio de seu transcrito quando células de cultura eram estimuladas a crescer
(REICH e LEVINE 1984) e microinje¢des de anticorpos anti-p53 inibiam a divisao
celular se a aplicagdo fosse feita no periodo do estimulo de crescimento, sugerindo
que a p53 era uma molécula necessaria na transi¢ao da fase G0O/G1 (MERCER et al.
1984). Além disso, os estudos imunoistoquimicos demonstram que em muitas
neoplasias, ha intensa positividade nuclear o que foi interpretado como um depdsito
desta proteina no nucleo das células malignas (DIPPOLD et al. 1981).

Inimeros sdo os estimulos que podem aumentar a p53. Quebras nas cadeias
de DNA sdo os principais estimulos (KO e PRIVES 1996). Entretanto, outros
estresses como o choque térmico, a hipdxia, privacdo de nutrientes, deplecdao de
ribonucleotideos trifospato (rNTP) e 6xido nitrico (NO) também estimulam a p53
(LEVINE et al. 2006). A proteina p53 pode ativar inimeros fendmenos celulares tais
como diferenciacgdo, senescéncia, parada do ciclo celular e principalmente a apoptose

(VOUSDEN e LU 2002). Para executar estas fungdes, a p53 ativa a transcrigdo de
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iniimeros genes, incluindo o gene do p21 que inibe a progressao do ciclo celular; e os
genes APAF-1, Bax, NOXA, PTEN e PUMA (Figura 7) que estimulam a apoptose

(KO e PRIVES 1996; VOUSDEN e LU 2002; YU e ZHANG 2003).

Dano ao DNA
Hipoxia
Oncogénese

¥

Retirada de Citocinas
Glicocorticoides

L]
Ciclinas / Cdks Bax
Para ciclo celular Apoptose

Legenda: Esquema demonstrando que p53 pode induzir tanto parada do ciclo celular quanto
apoptose. Dependendo da intensidade do estimulo, do tipo celular de alteragdes subcelulares, p53
pode induzir tanto parada do ciclo celular quanto apoptose.

Fonte: Adaptado de YU e ZHANG (2003).

Figura 7 - p53 pode induzir tanto parada do ciclo celular quanto apoptose.

A progressdo neoplésica depende da inativa¢do da via da p53 que pode ser
devidas tanto a mutacdes do gene Tp53, quanto a alteracdes nas vias de sinalizagdo
da proteina (VOUSDEN e LU 2002). As muta¢des do gene TpS53 ocorrem em mais

que 50% de todos os tumores humanos com alguns tumores se desenvolvendo sem a
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perda dos dois alelos selvagens do Tp53. Este ¢ um comportamento diferente dos
outros genes supressores de tumor como o RB1. Algumas mutagdes especificas do
gene Tp53 apresentam uma alta frequéncia, com 28% das mutagdes afetando apenas
seis codons de uma sequéncia de DNA que apresenta 393 codons. Uma explicagdo
para esta alta incidéncia de mutagdes em pontos especificos do Tp53 nas neoplasias €
que as p53 mutantes formadas a partir deste gene mutado funcionariam como
inibidora da fun¢do da proteina normal. A proteina mutante forma tetrdmeros com
outras proteinas mutantes ou com as proteinas normais. Desta forma, hd um
sequestro da proteina normal que para de executar sua fun¢do de parar o ciclo celular
ou induzir a célula a apoptose quando ¢ detectado um dano ao DNA. Isto explicaria
porque muitas células neopldsicas mantém um alelo selvagem do Tp53 (VOUSDEN
e LU 2002). E como essas proteinas mutantes que formam esses tetrameros tém
maior estabilidade que a proteina selvagem, os experimentos com imunoistoquimica,
podem demonstrar positividade para p53 sem que a proteina esteja exercendo sua
funcdo normal (BARTEK et al. 1990; WANG et al. 1994).

Devido a estas inimeras e importantes fun¢des na célula, de sua importancia
na génense das neoplasias malignas humanas, a p53 € uma das proteinas mais bem
estudadas que existem. E foi eleita pela revista Science como a “molécula do ano”
em 1993 (KOSHLAND 1993).

No retinoblastoma, a analise de perda de heterozigose do cromossomo 17
detectou alteragdo em apenas um de 23 pacientes, sugerindo que ndo ha altera¢des do
gene Tp53 no retinoblastoma (KATO et al. 1996). Utilizando-se imunoistoquimica,
diferentes resultados sdo descritos na literatura. YUGE et al. (1995) relataram

expressao de pS3 em 75% das amostras e CHA et al. (2000) relataram positividade
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em 85% das amostras, enquanto outros autores encontraram apenas positividade
focal em 80% das amostras (SCHWIMER e PRAYSON 2001).

NORK et al. (1997) encontraram que a expressdo imunoistoquimica de p53
nos retinoblastomas se correlacionava com a apoptose ¢ DIVAN et al. (2001)
encontraram que em retinoblastomas pouco diferenciados, a expressdo de p53 era
maior nas areas mais distantes do vaso sanguineo, onde o suprimento de oxigénio e

nutrientes € menor € a a apoptose ¢ mais frequente.

o PUMA

A proteina PUMA (“p53 upregulated modulator of apoptosis) foi descrita por
dois diferentes grupos. O primeiro utilizou linhagens celulares de carcinoma
colorretal e, apds induzir a producdo de p53, observaram quais transcritos estavam
aumentados nestas células (YU et al. 2001). O segundo grupo comparou a expressao
de RNA em células com e sem p53 no intuito de descobrir quais os genes sdo alvos
da p53 (NAKANO e VOUSDEN 2001). PUMA ¢ uma proteina do chamado grupo
“BH3-only” que apresenta duas formas decorrentes de “splicing” alternativo:
PUMA-alpha e PUMA-beta (NAKANO e VOUSDEN 2001). Alteragdes no sitio
BH3 fazem com que estas proteinas percam sua funcao, pois este ¢ o sitio de ligagao
com as proteinas antiapoptoticas Bcl-2 e Bel-xp, (NAKANO e VOUSDEN 2001).

A p53 ¢ o principal fator de transcri¢do do gene PUMA. E embora a p53
apresente diversas vias para estimular a apoptose nas células, quando os transcritos
do gene PUMA sdo inibidos por oligonucleotideos “antissense”, o indice de apoptose

dependente de p53 cai (NAKANO e VOUSDEN 2001). E em camundongos sem o
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gene PUMA, praticamente toda a apoptose mediada pela p53 desaparece (JEFFERS
et al. 2003).

Estudos relacionando a expressdo imunoistoquimica de PUMA com
neoplasias apresentou interessantes resultados. Em carcinoma colorretal, PUMA foi
expresso em todos os casos € em suas respectivas mucosas (KIM et al. 2007). Em
tumores gastricos, PUMA foi positivo em 73% dos casos, mas nao havia alteragoes

no gene PUMA (YOO et al. 2007).

o Smac/DIABLO

Smac/ DIABLO (“Second mitochondria-derived activator of caspases/ direct
IAP Binding Protein with low isoeletric point”) ¢ uma proteina descrita por dois
grupos destintos de pesquisadores. Um desses grupos percebeu que extratos celulares
preparados com detergentes tinham mais capacidade de ativar a caspase-3. Desta
forma, eles compararam as proteinas diluidas nos extratos preparados com e sem
detergentes e identificaram uma proteina de 25 kDA. E, com anticorpos policlonais
contra esta proteina, eles determinaram que a sua localizacdo em células normais era
no interior da mitocondria e que sob o estimulo apoptdtico, tanto citocromo C quanto
esta proteina eram liberadas no citosol (DU et al. 2000).

O outro grupo estudou quais proteinas se ligavam aos inibidores de apoptose
(IAP ou “inibitor of apoptosis protein family) e identificaram esta proteina de 23
kDA com baixo ponto isoelétrico e a denominaram de DIABLO (“Direct IAP
Binding Protein with low isoeletric point”) (VERHAGEN et al. 2000). Estes

inibidores de apoptose sdo proteinas altamente conservadas na evolug¢do. Tanto que,
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os inibidores dos IAP das drosofilas sdo capazes de induzir ativacao das caspases em
células de mamiferos (VERHAGEN e VAUX 2002).

Smac/DIABLO ¢ expressa em diversos tecidos normais tais como coragao,
figado, rim e testiculos (VERHAGEN et al. 2000). O estudo desta proteina nas
neoplasias malignas ja apresenta alguns resultados interessantes. Em uma recente
revisdo, MARTINEZ-RUIZ et al. (2008) listaram artigos que demonstraram tanto
aumento quanto diminui¢do da proteina ou do RNAm em diferentes neoplasias, o
que pode ocorrer dependendo da via da carcinogénese utilizada. E também listaram
artigos que demontraram que a expressdo da proteina estava associada a pior ou

melhor prognostico dependendo do tipo de neoplasia.

1.10.3 Métodos de detec¢iao da apoptose

A apoptose pode ser observada e medida por inimeros e variados métodos. O
primeiro método descrito ¢ ainda considerado por muitos como padrio ouro para a
diferenciar apoptose de necrose € a avaliagdo das alteracdes morfoldgicas observadas
a microcopia eletronica. As alteragdes morfoldgicas, quando observadas a
microscopia Optica e utilizando-se as coloragdes histoquimicas habituais tem
pequena capacidade para medir a apoptose.

As alteragcdes morfologicas sdo as ultimas alteragdes observadas na célula.
Quando uma célula recebe o estimulo apoptdtico desencadeando toda a cascata de
eventos, as alteragdes morfologicas sé irdo aparecer algum tempo depois que a célula
jé& estd comprometida com a apoptose. Desta forma, os métodos morfologicos tém a
desvantagem de ndo detectar a apoptose nos seus estagios iniciais. A Figura 8

demonstra as caracteristicas morfoldgicas da apoptose e necrose no retinoblastoma.
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Em material bioldgico arquivado em blocos de parafina, hd trés principais
técnicas de deteccdao da apoptose: TUNEL (“terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick-end labelling™), ISEL (in situ end-labeling technique) e a
detec¢do da caspase-3 clivada pela imunoistoquimica (GOWN e WILLINGHAM
2002).

As técnicas de TUNEL e ISEL utilizam uma das mais importantes
caracteristicas da apoptose, a fragmentacdo do DNA. O método TUNEL utiliza a
enzima Tdt que se liga as extremidades dos fragmentos de DNA e incorpora um
nucleotideo marcado com um cromégeno ou uma molécula fluorescente (GAVRIELI
et al. 1992). TUNEL tem a desvantagem de detectar também o DNA fragmentado na
necrose. J4 o método ISEL utiliza, ao invés de Tdt, DNA polimerase-1 para ligar
nucleotideos marcados nas falhas do DNA (WIJSMAN et al. 1993). ISEL tem a
desvantagem de ser menos sensivel que TUNEL além de ser um experimento mais
demorado (HUERTA et al. 2007).

A deteccdo da caspase-3 clivada através da imunoistoquimica tem muitas
vantagens. Grande parte dos laboratérios de patologia tem dominio sobre este
método e a caspase-3 clivada parace detectar a apoptose nos seus momentos mais
iniciais. E possivel que o fendmeno da apoptose ocorra através de outras vias, sem a
clivagem da caspase-3. Entretanto, essa desvantagem ndo supera as caracteristicas de

praticidade deste método que detecta a apoptose desde sua fase inicial.
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Legenda: A e D retinoblastoma pouco diferenciado; B e¢ E necrose das células malignas; C e F,

apoptose das células malignas. A, B e C fotos de microscopia eletronica; D, E e F fotos em H& E.

Fonte: Fotos Microscopia eletronica: adaptado de CHA et al. (2000).
Figura 8 - M.E. e fotomicroscopia das células do retinoblastoma viaveis, necroticas

e apoptoticas.
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H4 poucos trabalhos anteriores que quantificaram a apoptose no

retinoblastoma e a correlacionaram com fatores progndsticos (Tabela 1).

KERIMOGGLU et al. (2003) mediram o indice apoptdtico obtido através da técnica

TUNEL em uma pequena amostra (n = 36). Obtiveram uma correlagdo significante

entre indice apoptotico (Al) e metastases, ¢ o Al e o tamanho do tumor. Também

observaram uma correlagdo inversa significante entre o Al e indice proliferativo

(KERIMOGGLU et al. 2003). TATLIPINAR et al. (2002) ndo encontraram nenhuma

associagdo entre Al com variaveis clinicas como tratamento prévio, grau de

diferenciagdo do tumor, e tumores unilaterais vs bilaterais.

Tabela 1 — Principais estudos que quantificaram a apoptose no retinoblastoma.

Kerimogglu
et al. (2003)

Tatlipinar et
al (2002)

Cha et al
(2000)

Bellan et al
(2002)

n=42

Sim

Sim

Nao

-TUNEL

-TUNEL

-TUNEL
-Microscopia
eletronica
-Citometria
de fluxo

-ISEL

2,67+1,18

2,75+1,20

Dif.
Al<1

Indif
Al>8

p130 (HAI =
3,2642,23

P130(-) Al =
1,0140,86

Associar indice
apoptotico com
parametros clinico-
patologicos.

Associar indice
apoptotico com
parametros clinico-
patoldgicos.

Associar indice
apoptotico com grau de
diferenciacdo

Quantificar a apoptose
segundo a expressdo da
proteina p130.
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Em outro estudo utilizando a técnica de ISEL, comparando-se o indice
apoptdtico e a expressao de pl130, o indice apoptotico foi menor no grupo dos
retinoblastomas que ndo expressaram esta proteina e dentre os retinoblastomas que
expressaram esta proteina, houve uma correlagdo positiva entre o nimero de células
expressando p130 e o indice apoptdtico (BELLAN et al. 2002).

O Retinoblastoma ¢ uma neoplasia que sempre se desenvolve a partir da
mesma alteracdo: a inativagdo parcial ou total do gene Rb1 que codifica uma proteina
que tem papel central no controle do ciclo celular. Descrever a expressao
imunoistoquimica de proteinas relacionadas a apoptose pode melhorar nosso
entendimento sobre a progressdo do retinoblastoma e de outras neoplasias. Pode
demonstrar, para futuros estudos, possiveis alvos de tratamento naqueles pontos onde
ha um bloqueio da cascata apoptotica permitindo ao tumor maior resisténcia a
apoptose e consequentemente, maior resisténcia a alguns dos tratamentos utilizados.

E também, demonstrar importantes fatores prognoésticos para o retinoblastoma.
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2 OBJETIVOS E HIPOTESES

2.1 OBJETIVOS

Descrever a expressdo imunoistoquimica de proteinas envolvidas na
apoptose, em sua via intrinseca e comum no Retinoblastoma

Verificar a associacdo entre o indice apoptdtico e extensdo tumoral do
Retinoblastoma

Verificar a associacdo entre a expressao de cada proteina da via apoptotica e a
extensao do tumor.

Comparar as taxas de sobrevida global segundo o indice apoptotico.

Comparar as taxas de sobrevida global segundo a expressao

imunoistoquimica de cada proteina da via apoptotica.

2.2  HIPOTESES

Havera um predominio da expressdo de proteinas pro-apoptoticas em relacao
a expressao das proteinas antiapoptoticas

O indice apoptotico estard inversamente associado ao estadio do
retinoblastoma

A expressdo de proteinas antiapoptoticas se associard diretamente com a
extensdo do tumor enquanto a expressao de proteinas pro-apoptodticas se associara

inversamente.
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O indice apoptdtico se associara diretamente com a melhor sobrevida global.
A expressdo de proteinas antiapoptdticas se associara inversamente a
sobrevida global enquanto a expressdo das proteinas pro-apoptoticas se associardo

diretamente.

2.3  OBJETIVOS POST HOC

Verificar o indice de concordancia entre avaliagdo através da MO e
parametros de leitura imunoistoquimica pelo ACIS II®.

Verificar a associacdo da expressdo das proteinas estudadas com Al.

Verificar a associacdo entre a expressdo do fator de transcricdo p53 e as

demais proteinas.

2.4 HIPOTESES POST HOC

M¢étodos de avaliagdo da imunoistoquimica através da MO e através da
plataforma do ACIS III® apresentardo boa concordancia.

Expressdo das proteinas pro-apoptdticas se associard diretamente ao Al.

Expressdo das proteinas pro-apoptoticas se associara diretamento a expressao

de p53.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 SELECAO DAS AMOSTRAS

Foram incluidas neste estudo amostras de pacientes portadores de
retinoblastoma submetidos a enucleacdo ou exenteracdo logo apds o diagndstico no
periodo 1986 a 2000 no Hospital A. C. Camargo.

Os critérios de exclusao foram:

o blocos de parafina ndo disponiveis no arquivo do departamento de patologia;
o auséncia de tumor viavel nos cortes histoldégicos examinados.

o amostras de tumores de segundo olho enucleado;

. amostras de pacientes submetidos a qualquer tratamento prévio a enucleagao

ou exenteragdo tais como quimioterapia ou radioterapia;

o amostras de pacientes com dados clinicos incompletos.

32 COLETA DE DADOS NO PRONTUARIO

Dados clinicos como idade, sexo, tempo de encaminhamento, bilateralidade,
histéria familiar, tratamentos prévios a cirurgia, ¢ estadiamento da neoplasia foram
coletados dos prontuarios.

As variaveis clinicas e andtomo-patologicas foram anotadas de acordo com o

Anexo 5 a partir de dados do prontuério e da revisao sistematica das laminas.
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As escalas de estadiamento empregadas neste estudo foram REESE e
ELLSWORTH (1963) e CCSG-92 (Wolff et al. 1978, citado por ANTONELI et al.
2003b, p.403), que eram utilizadas no servigo quando os pacientes foram tratados
(Anexos 1 e 3).

Foram excluidos do estudo pacientes cujos prontuarios nao foram
encontrados. E os pacientes que a data da ultima informacao era superior a dois anos

da data de consulta ao prontuario foram considerados como perda de seguimento.

33 AVALIACAO HISTOLOGICA

Todas as laminas arquivadas dos pacientes incluidos neste estudo foram
revisadas pelo autor. As avaliagdes de fatores histologicos de alto risco como invasao
das tinicas oculares, invasao do nervo dptico, invasdo de cdmera anterior e presenga
de doenga extraocular foram observadas.

A classificagdo quanto a diferenciagdo do retinoblastoma foi avaliada pela
presenca de formacao de rosetas de Flexner-Winterstein. Assim como nos estudos de
SCHOUTEN-VAN MEETEREN et al (2001) os tumores que apresentavam
formacgdo de rosetas em mais que 80% do tumor eram classificados como bem
diferenciados, € os que ndo apresentavam formacdo de rosetas foram classificados
como pouco diferenciados. Os demais foram classificados como moderadamente
diferenciados.

A invasdo dos folhetos oculares pela neoplasia foi avaliada de forma
semelhante aos estudos de KHELFOUI et al. (1996) A presenca de invasdo da

coroide foi avaliada pela presenca de foco(s) tumorais além da membrana de Brunch.
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Quando havia até trés focos microscopicos além desta membrana, a invasdo foi
denominada focal. Em olhos com mais que trés focos microscopicos ou invasao
macroscopica, a invasdo foi denominada maci¢a. A invasdo da esclera foi
considerado quando havia dissec¢do do tecido conjuntivo escleral pela neoplasia.

A invasdo do nervo Optico foi avaliada nos cortes longitudinais do disco
optico ¢ foi classificada como invasdo pré-laminar, na lamina crivosa ¢ pos lamina
crivosa dependendo de onde foi observada a invasdo das células tumorais no nervo
optico (FOLBERG et al. 2003), além do comprometimento ou ndo da margem de
ressec¢do do nervo optico pela neoplasia.

Foi considerado comprometimento da camara anterior quando havia células

tumorais anteriores ao cristalino e iris.

3.4 CONFECCAO DA “TISSUE ARRAY”

A montagem de uma “tissue microarray” (TMA) consiste na composi¢dao de
pequenas amostras de tecidos de diferentes origens em uma mesma plataforma. As
laminas feitas a partir desta plataforma (Figura 9) podem ser submetidas a técnicas
imunoistoquimicas ou de biologia molecular com menor custo e menos tempo de
execucao que se as amostras fossem analisadas em laminas separadas. Desta forma, ¢
possivel analisar um marcador imunoistoquimico de forma répida e barata em
diferentes tipos de tecidos normais ou tumorais ou em grandes séries de um
determinado tipo de neoplasia. Por isso, as TMA se tornaram uma importante
ferramenta na patologia. Tanto na diminui¢cdo dos custos do controle de qualidade

das reagdes imunoistoquimicas, como na avaliacdo da expressdo imunoistoquimica
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de novos marcadores nestas grandes séries de tumores (SAUTER ¢ MIRLACHER
2002).

Para confec¢do da “Tissue Array” foram utilizadas amostras de
retinoblastoma fixadas em formol e arquivadas em blocos de parafina no laboratério
de anatomia patolégica do Hospital A.C. Camargo no periodo de 1986 a 2000.

Na avaliacdo de laminas coradas em H&E, foram seclecionadas areas de
aproximadamente 1 mm evitando areas com necrose ou calcificagdo e areas de
invasdo da coroide onde o pigmento melanico presente poderia interferir na leitura
semi-automatizada das reagdes imunoistoquimicas. As areas correspondentes as
areas selecionadas foram marcadas nos blocos de parafina para a construgdo da
“Tissue Array” semelhante ao descrito no artigo de HOOS ¢ CORDON-CARDO
(2001). E utilizando um “tissue microarrayer” (Beecher Instruments, Silver Spring,
MD) foi montada a matriz com amostras de tumor medindo 1 mm de didmetro cada.

As principais vantagens da utilizacdo em pesquisas de laminas feitas a partir
de TMA em reagdes imunoistoquimicas sdo: (1) as amostras sdo submetidas a
condi¢des idénticas de temperatura e tempo de exposi¢do aos reagentes; (2)
praticidade e menor custo das reacdes; (3) maior rapidez na avaliagdo de uma grande
série de amostras. H4 a desvantagem de que o tumor ndo ¢ avaliado em uma maior
extensdo que nas laminas tradicionais. Entretanto essa desvantagem pode ser
minimizada com a amostragem de diversas areas destes tumores (HOOS e

CORDON-CARDO 2001).
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Figura 9 — Fotografia de lamina obtida da plataforma de “tissue microarray”

submetidas a reagdes imunoistoquimicas.

3.5 IMUNOISTOQUIMICA

Foram testados anticorpos listados na Tabela 2 pela técnica da
imunoistoquimica (Anexo 1). Esses anticorpos sao marcadores da expressdo de
proteinas envolvidas na via apoptotica intrinseca e na via apoptdtica comum.

A reagdo imunoistoquimica foi analisada pelo autor via microscopia oOptica,
por método semiquantitativo de acordo com as Tabelas 3 e 4. O escore final foi
estabelecido pela somatoria dos graus, sendo considerados casos negativos aqueles
cujo escore foi entre 0-2; e positivos, 0s casos cuja somatoria foi maior ou igual a 3.

A intensidade de reacdo também foi avaliada pelo equipamento semi-
automatizado DAKO ACIS 1I® [Image Analysis System. Para marcadores
imunoistoquimicos de padrdo citoplasmatico, o aparelho, através do ‘“‘software”

ACIS versao 3.0.1 “Cytoplasmic Application” fornece informagdes de intensidade de
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coloragdo e da area de coloracdo. Para marcadores de padrao nuclear, o ACIS
“Nuclear Application” fornece informagdes de intensidade e porcentagem de ntcleos
corados.

Somente a expressdo da caspase-3 clivada, que tem relagdo direta com o
indice apoptdtico, foi avaliada por método quantitativo (expressao em 1000 células
tumorais). O indice apoptdtico foi avaliado pela expressdo da caspase-3 clivada e foi
definido como o niimero de células tumorais com coloragdo citoplasmatica positiva
dividido pelo numero de células tumorais contadas por campo de microscopia em
aumento de 400x. A contagem foi realizada pelo autor com o auxilio do programa de
computador “Axion Vision” 3.1 (Carl Zeiss Vision, Germany) com o processo de
captura de imagens digitais e marcacdo com cores diferentes das células positivas e
negativas. E os campos de microscopia escolhidos para contagem correspondem as

areas mais densamente coradas pela caspase-3 clivada.
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Tabela 2 - Anticorpos utilizados, clones e origem em relacdo as proteinas

controladoras da apoptose.

APAF-1

Bak

Bax

Bel-2

Bel —x¢.

Bim-long

Caspase-3 clivada

(Asp 175)

MDM2

p53

procaspase3

PUMA

Smac/DIABLO

1/50

1/150

1/400

1/200

1/500

1/100

1/300

1/150

1/2000

1/4000

1/250

1/100

Novocastra

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

Chemicon

Cell

Signaling

DAKO

DAKO

Epitomics

Epitomics

Epitomics

Policlonal

Policlonal

Policlonal

124

Policlonal

SE5

Policlonal

SMP14

D07

E61

EP512Y

Y12

Eterna/CT/pH6,0

Pascal/CT/pH6,0

Pascal/CT/pH6,0

Pascal/CT/pH6,0

Pascal/CT/pH6,0

Pascal/CT/pH6,0

Eterna/CT/pH6,0

Pascal/CT/pH6,0

Pascal/CT/pH6,0

Pascal/CT/pH6,0

Pascal/CT/pH6,0

Pascal/CT/pH6,0

NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)
NovoLink
Polymer(Novocastra)

Tabela 3 - Gradagao da reagdo imunoistoquimica de acordo com a intensidade.

Negativa 0
Intensidade fraca 1
Intensidade Moderada 2
Intensidade Forte 3

Intensidade Muito Forte 4
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Tabela 4 - Gradagdo da reacdo imunoistoquimica de acordo com o numero de
células coradas.

Células Positivas Grau
Nenhuma 0
Menos de 10% 1
10-50% 2
51-90% 3
Mais de 90% 4

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A tabulacgdo dos dados foi feita no programa estatistico Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) versao 13 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Primeiro, foi realizada a estatistica descritiva, com calculo de medidas de
posigao e dispersao e freqii€ncias absolutas e relativas.

Para a associacao de variaveis categoricas, foi utilizado o teste de associagao
do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher (quando pelo menos uma das freqiiéncias
esperadas era menor que 5).

Para a associacao das variaveis ndo categoéricas, foram utilizados os testes de t
de Student ou teste de Mann-Whitney, quando a distribui¢do ndo era normal. Para a
avaliacdo se uma variavel apresentava distribuicdo normal foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov.

Para analisar possiveis associagdes, foram usados os coeficientes de
correlagdo de Pearson ou os coeficientes de correlagdo de Spearman, quando as

variaveis nao apresentaram uma distribui¢do normal.
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Foi realizada a comparacao dos valores obtidos a partir da microscopia optica
e da plataforma ACIS III®. Para tal, a categorizacao a partir dos valores obtido pela
microscopia Optica foi utilizado como referéncia. Foram construidas curvas ROC
(“Receiver Operating Characteristics”) ¢ o ponto mais proximo do vértice (0,1) foi
considerado o ponto de corte (AKOBENG 2007). Apds a determinagdo do ponto de
corte, foi estabelecido um indice kappa de concordancia. Dependendo do valor de
kappa, o nivel de concordancia foi classificado como: minimo, baixo, moderado,
bom e excelente.

A analise de sobrevida foi realizada pelo método de Kaplan-Meier e a
comparagdo entre as curvas foram feitas pelo teste de log-rank.

Para todos os testes estatisticos, foi estabelecido um erro a = 5%.

3.7 COMISSAO DE ETICA

Este protocolo de pesquisa foi aprovado no dia 29/05/2007 pela Comissao de

Etica do Hospital A. C. Camargo (Projeto de Pesquisa 931/07).
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4 RESULTADOS

41 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES INCLUIDOS NO

ESTUDO

Foram selecionados para o estudo 93 pacientes portadores de retinoblastoma
admitidos nos departamentos de Pediatria e Oftalmologia do Hospital AC Camargo
no periodo de 1986 a 2000 e que suas amostras estavam incluidas na “tissue
microarray” ja disponivel no departamento de patologia. Todos foram submetidos a
cirurgia como primeira op¢ao. A média de idade dos pacientes a admissao era de 27
meses (2-80 meses), sendo que 29% apresentavam tumores bilaterais e
aproximadamente 5% apresentavam historia familiar positiva. Os dados socio-
demograficos e clinicos destes pacientes estdo descritos na Tabela 5.

No mesmo periodo, foram admitidos 418 pacientes para o tratamento de
retinoblastoma. A média de idade do grupo completo a admissdo era de 24,3 + 18,4
meses, 222 (53,1% dos pacientes) eram do sexo masculino e 39% dos pacientes
apresentaram tumores bilaterais. A sobrevida do grupo foi de 87,9 %. Destes 418
pacientes, 33 pacientes (7,9%) fizeram tratamento conservador e dois pacientes ndo
fizeram nenhum tratamento na instituigdo. Nao foram encontrados no arquivo do
Departamento de Anatomia Patologica os blocos de parafina de 92 pacientes
(22,1%). As amostras de 28 pacientes (6,7%) ndo apresentaram nenhuma 4area de

tumor viavel.
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Dos 263 blocos de parafina encontrados, foram selecionados aleatoriamente
119 amostras para a construgdo da TMA ja disponivel no departamento. Seis
amostras pertenciam a pacientes que foram submetidos a tratamentos antes da
cirurgia (cinco pacientes submetidos a quimioterapia ¢ um submetido a fototerapia).
Destes, dois pacientes foram a 6bito durante o seguimento. Nao foram encontrados
os prontuarios de 14 pacientes que também foram excluidos do estudo. Entretanto,
em banco de dados de trabalhos anteriores, havia a informagdo que trés destes
pacientes foram a dbito. Mais seis pacientes foram excluidos do estudo por ndo
apresentaram nenhuma amostra positiva para qualquer dos marcadores estudados ou
auséncia de tumor viavel na lamina de TMA. Destes, dois pacientes foram a 6bito.
Em resumo, dos 119 pacientes cujas amostras foram incluidas na TMA, 26 pacientes
foram excluidos. Destes, havia informacao que pelo menos sete (27%) foram a dbito.
E destes 26 pacientes, dez pacientes (38%) eram portadores de tumores bilaterais.

Dos 93 pacientes incluidos no estudo, 13 pacientes (18,3%) apresentavam
tumores extraoculares. Mais que 80% dos pacientes apresentaram tumores
intraoculares Reese Ellsworth V e entre os pacientes com tumores extraoculares, 11
pacientes apresentaram estadio II na CCSG-92 (pacientes apresentando nervo 6ptico
com margem cirurgica comprometida). Nesta amostra, hd poucos pacientes com
retinoblastoma intraocular em estadio inicial e nenhum paciente com tumor
extraocular com estadio avancado (CCSG 92 III, IV e V). Em relagdo aos pacientes
excluidos apos a confeccdo da TMA, dois pacientes apresentavam tumor extraocular
grau III e foram excluidos porque fizeram quimioterapia prévia a enucleacdo e um
paciente apresentava tumor extraocular grau I'V e foi excluido da amostra porque nao

havia tumor viavel na TMA (Tabela 6).



Tabela 5 - Caracteristicas demograficas e clinicas.

Dados demograficos e clinicos

Estatistica

Idade (meses)
Unilaterais
Bilaterais
Sexo

Raga

Olho incluido no estudo

Primeiro procedimento realizado

Historia Familiar

Lateralidade

26,7+ 16,5 (n=93)
30,3+ 15,5 (n=66)
18,0+ 15,9 (n=27)
Masculino
Feminino

Branca

Negra

Olho direito (OD)
Olho esquerdo (OE)
Enucleacao OD
Enucleacao OE
Enuc. ambos olhos (AO)
Exenteracao

Nao

Sim

Ignorada
Unilaterais
Bilaterais

54,8% (n=>51)
452% (n=42)
88,2% (n=82)
11,8% (n=11)
452% (n=42)
54,8% (n=>51)
452% (n = 42)
53,8% (n = 50)
1,1% (n=01)
0% (n=0)
87,1% (n=81)
54% (n=>5)
7,5% (m="7)
71,0% (n=66)
29.0% (n=27)
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Dos 93 pacientes incluidos no estudo, 13 pacientes (18,3%) apresentavam

tumores extraoculares. Mais que 80% dos pacientes apresentaram tumores

intraoculares Reese Ellsworth V e entre os pacientes com tumores extraoculares, 11

pacientes apresentaram estadio II na CCSG-92 (pacientes apresentando nervo 6ptico

com margem cirargica comprometida). Nesta amostra, ha poucos pacientes com

retinoblastoma intraocular em estadio inicial e nenhum paciente com tumor

extraocular com estadio avangado (CCSG 92 III, IV e V). Dos pacientes excluidos

apos a confecgao da TMA, dois pacientes apresentavam tumor extraocular grau III e

foram excluidos porque fizeram quimioterapia prévia a enucleacdo e um paciente

apresentava tumor extraocular grau IV e foi excluido da amostra porque nio havia

tumor viavel na TMA (Tabela 6).
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Tabela 6 - Estadiamento clinico e anatomo-patologico do retinoblastoma

Intraocular 86,0% (n=280)
14,0% (n=13

Extensdo do tumor
Extraocular

Estadio I 22% (n=2)
. Estadio 11 11,8% (n=11)
Estadiamento extraocular .
Estadio I1I 0
(CSG-92) .
Estadio IV 0
Estadio V 0 I
Sim 37,6% (n=35)
Pré lamina crivosa 11,8% (n=11)
Comprometimento do nervo Até lamina crivosa 6,4% (n=0)
optico Pos lamina crivosa 19,4% (n=18)
Nao 49,5% (n=46)
Ignorado 12,9% (n=12

Sim 36,6% (n=34)
Focal 10,8% (n=10)
Maciga 25,8% (n=24)

Invasdo cordide

Sim 9,7% (n = 9)
Néo 90,3% (n = 84)

Comprometimento da camara

anterior
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Os pacientes foram acompanhados no servigo por uma média de 11,5 anos (0
— 22 anos) apds a cirurgia. Apo6s 5 anos de seguimento, 93,5% dos pacientes estavam
vivos e apenas dois (2,2%) pacientes haviam sido perdidos de seguimento. As mortes
por retinoblastoma ocorreram nos dois primeiros anos apds o inicio do tratamento. O
aparecimento de segundos tumores ocorreu em quatro pacientes, sendo que dois
pacientes desenvolveram osteossarcomas, um desenvolveu pinealoblastoma (tumor
trilateral) e um desenvolveu tumor de células de Leydig em um teratoma mediastinal

(Tabela 7).

Tabela 7 - Seguimento dos pacientes.

Variavel do seguimento Frequéncia
Vivo sem doenga 77,4% (n=172)
“Status” na ultima Morte (pelo retinoblastoma) 4,3% (n=4)
informacio Morte (outras causas) 1,L1% (n=1)
Perda de seguimento 17,2% (n=16)
Total 168,3 £ 66,5 (0 —266)
Vivo sem doenga 190,0 = 46,9 (91 — 266)
Tempo de seguimento (meses). Morte pelo retinoblastoma: 11,8 £4,3 (8- 18)
Morte por outras causas: 63,0
Perda de seguimento: 116,5 + 65,9 (0 —218)
“Status” aos 60 meses de Vive 93,5% (0 =87)
Morte (pelo retinoblastoma) 4,3% (n=4)
seguimento Perda de seguimento 2,2% (n=2)
Sim 6,5% (n=206)
Recidiva Nao 74,2% (n = 69)
Ignorado 19,4% (n = 18)
Sim 4,3% (n=4)
Segundo tumor Nao 77,4% (n = 69)

Ignorado 18,3% (n=17)
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42 ANALISE UNIVARIADA DE SOBREVIDA A PARTIR DOS

DADOS CLINICOS E ANATOMO-PATOLOGICOS

A andlise da sobrevida global cancer especifica segundo variaveis clinicas e
anatomo-patologicas sdo apresentadas nas Tabelas 8 € 9. A sobrevida ¢ menor entre
os pacientes da raga negra e entre aqueles pacientes com intervalo entre
aparecimento dos sintomas e inicio do tratamento maior que 1 ano. A sobrevida
também ¢ menor entre os pacientes com tumores extraoculares, com invasao de
esclera, com invasdo pos-laminar do nervo Optico e comprometimento dos vasos

episclerais.

Tabela 8 - Analise univariada de sobrevida segundo variaveis clinicas e
demograficas.

Variavel clinica Sobrevida global Significancia

Sexo Feminino 95,1% (n=42) p = 0,82
Masculino 96,1% (n=51)

Raga Branca 97,5% (n=82) p = 0,015
Negra 81,8% (n=11)

Tempo de <1 ano 97,6% (n=85) p <0,001

encaminhamento > 1 ano 66,7% (n=06)

Historia Familiar Sim 100,0% (n=5) p = 0,61
Nao 95,0% (n=81)

Retinoblastoma Sim 100,0% (n=27) p = 0,19

bilateral Nio 93,8% (n=66)
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Tabela 9 - Andlise univariada da sobrevida segundo varidaveis anatomo-patologicas.

Variaveis anatomo-patologicas Sobrevida Global Significancia
Intraocular 97,5%
Extensdo tumoral p = 0,023
Extraocular 83,3%
Bem 97,1% p = 0,60
Diferenciagdo tumoral
Pouco 94.,8%
) Comprometida 90,0%
Margem do nervo 6ptico p = 0,27
Livre 97,2%
Comprometimento pré-laminar Nao 97,8% 0
p=Y
nervo optico Sim 93,9%
Comprometimento da lamina Nao 98,2% 0.14
p=9Y
crivosa nervo optico Sim 90,9%
Comprometimento pos-laminar Nao 98,4%
; ; p = 0,049
nervo optico Sim 87,5%
Comprometimento cadmara Nao 96,4%
p = 0,26
anterior Sim 87,5%
Nao 97,6%
Comprometimento esclera p = 0,002
Sim 75,0%
) ) Nao 96,6%
Comprometimento da Coroide
Focal 100,0% p =093
Macico 91,3%
Comprometimento de Vasos Nao 96,5%
; ; . p <0,001
episclerais Sim 50,0%

43 IMUNOISTOQUIMICA

A observagdo das amostras de retinoblastoma apds a realizagdo da
imunoistoquimica demonstraram um predominio da expressdo das proteinas pro-
apoptdticas. APAF-1, Bax, p53, PUMA e Smac/DIABLO foram expressas em
grande parte das amostras. Das proteinas antiapoptoticas, apenas Bcl-x; apresentou

expressdo em parte das amostras. Bcl-2 e MDM2 apresentaram positividade focal.
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A proteina p53, como comandante da apoptose apresentou diferentes formas
de expressdo (Figura 10). De um modo geral, p53 foi difusamente expressa no
retinoblastoma. Podemos observar que p53 foi positivo nos retinoblastomas tanto em
areas diferenciadas ou pouco diferenciadas, em areas com muitas figuras de apoptose
e em areas sem apoptose, em células tumorais proximas aos vasos sanguineos e
apresentando um reforco na intensidade de coloragdo em células que estdo no limite
entre tumor viavel e necrose. A figura 11 demonstra a positividade para p53 e para
Bax e PUMA, outras duas importantes proteinas pro-apoptoticas, em areas limitrofes
de tumor vidvel e necrose.

A proteina Bax apresentou positivadade citoplasmatica difusa na maior parte
das amostras (Figura 12). Bax ndo apresentou padrdo de expressdo, com as células
apresentando citoplasma difusamente corado (Figuras 11 e 12).

A proteina PUMA apresentou também difusa positividade citoplasmatica,
demonstrando uma discreta intensificacdo da reacdo nas rosetas (Figura 13). PUMA
apresentou em alguns casos, padrdo semelhante a p53 com intensificagdo da

expressao no limite entre tumor vidvel e areas de necrose (Figuras 11 e 13)



54

Legenda: A - p53 com refor¢o de positividade nas células proximas a necrose (setas); B - positividade

em rosetas; C - positividade proximo aos vasos; D e E - positividade em areas sem e com apoptose

respectivamente; F - amostra negativa.

Figura 10 - Fotomicroscopia da rea¢do imunoistoquimica de p53 (clone DO7).

Legenda: A - p53 apresentando refor¢o de expressdo no limite entre tumor viavel e necrose; B - este
aumento de positividade é acompanhado por PUMA; C - Bax apresenta expressdo difusa.

Figura 11 - Expressao de p53, PUMA e Bax em areas com hipoxia.

LSt e M R e SRS

Legenda: AcB- expressao difusa de Bax; C - expressdo de Bax nas rosetas.
Figura 12 - Fotomicroscopia da reacdo imunoistoquimica de Bax (anticorpo

policlonal)



55

A proteina Bak foi negativa em quase todas as amostras, apresentando
expressao difusa no citoplasma das célula tumorais em apenas um caso (Figura 14).

A proteina Bimyong apresentou também positividade citoplasmatica difusa
nas células tumorais (Figura 15), enquanto Smac/DIABLO apresentou positividade
no citoplasma com intensificagdo nas rosetas e padrao “dot” nas areas pouco
diferenciadas (Figura 16).

A proteina APAF-1 também foi difusamente expressa no retinoblastoma
(Figura 17) tanto em areas proximas aos vasos como em areas com hipoxia, em areas
bem e pouco diferenciadas.

A proteina caspase-3 em seu estado inativo (pro-caspase-3) foi expressa
difusamente no retinoblastoma, com fraca intensidade e sem reforgos de intensidade
(Figura 18).

Das proteina antiapoptdticas, a proteina Bcl-x; foi a mais expressa nas
amostras (Figura 19). Sua expressdo apresentou padrio refor¢o na intensidade nas
rosetas e padrio “dot” paranuclear nas areas pouco diferenciadas.

A proteina Bcl-2 apresentou fraca e difusa positividade citoplasmatica em
apenas uma amostra. Uma das amostras apresentava inimeros astrocitos reativos que
foram positivos para esta proteina antiapoptdtica (Figura 20).

A proteina MDM?2 apresentou fraca positividade de padrdo nuclear em
algumas amostras (Figura 21) e ndo apresentou em nenhuma amostra o padrdo de

positividade nas areas tumorais proximas as areas de necrose observadas em p53.
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Legenda: A - discreta intensificacdo da reagdo nas rosetas; B - reagdo difusa em dareas de

retinoblastoma pouco diferenciado; C - amostra negativa.
Figura 13 - Fotomicroscopia da reacdo imunoistoquimica de PUMA (clone
EP512Y)

B ¢ C - amostras negativa.

Figura 14 - Fotomicroscopia da rea¢do imunoistoquimica para Bak (policlonal)

lONG — Af . j_ s
Legenda: A - positividade difusa de Bim; gng; B € C - amostras negativas.

Figura 15 - Fotomicroscopia da rea¢do imunoistoquimica de Bim ong (clone SES).
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Legenda: Intensificagdo da expressdo de Smac/DIABLO nas rosetas em A e em padrido “dot”

paranuclear em B. Reagdo imunoistoquimica negativa em C.

Figura 16- Fotomicroscopia da reagdo imunoistoquimica de Smac/DIABLO (clone
Y12).

COR.., Y e o ™
Legenda: A - positividade difusa de APAF-1, tanto nas células préoximas ao vaso quanto nas

distantes; B - detalhe da positividade difusa de APAF-1 nas rosetas; C - amostra negativa

Figura 17 - Fotomicroscopia da rea¢do imunoistoquimica de APAF-1 (policlonal).

Figura 18 - Fotomicroscopia da reacdo imunoistoquimica de pro-caspase-3 (clone

E61).
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Legenda: A e B - expressdo de Bel-x; com refor¢o da intensidade nas rosetas em A e padrdo “dot” paranuclear

em B. C - amostra negativa.

Figura 19 - Fotomicroscopia da reagdo imunoistoquimica de Bcl-xp, (policlonal).

-'.'.._.'I @_ '__ <« \

Legenda: A - unica amostra positiva demonstrando fraca e difusa positividade no citoplasma; B -

amostra negativa; C - amostra negativa demonstrando astrocitos reativos expressando Bcl-2.

Figura 20 - Fotomicroscopia da rea¢do imunoistoquimica de Bcl-2 (clone 124).

Figura 21 - Fotomicroscopia da rea¢do imunoistoquimica de MDM2 (clone SMP14).
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As medidas da expressdo das reagdes imunoistoquimicas também
demonstraram um predominio na expressao de moléculas que promovem a apoptose.

Das proteinas estudadas que sdo consideradas pré-apoptdticas, as reagdes
para APAF-1, p53, pro-caspase-3, Bax, PUMA e Smac/DIABLO foram positivas em
mais que 50% dos casos. Somente Bak e Bim-long, proteinas que também
promovem apoptose, apresentaram resultado negativo em mais da metade dos casos.

Por outro lado, as proteinas Bcl-2, Bel-x;, e MDM2 que tém fungdo ligada a
inibi¢do da apoptose, foram pouco expressas nessas amostras de retinoblastoma.

Os resultados das avaliagdes semiquantitativas das  reagdes
imunoistoquimicas realizadas através da microscopia Optica foram sumarizadas na
Tabela 10.

Nas Tabelas 11 e 12 estdo as médias e desvio padrdo das medidas das reagdes

feitas na plataforma ACIS II®.

Tabela 10 - Expressao a imunoistoquimicas das proteinas avaliadas por microscopia
oOptica.

APAF-1 Pré-apoptotica 26,4 (n=23) 73,6 (n=64)
Bak Pro-apoptotica 98,9 (n = 88) 1,1 (n=01)
Bax Pro-apoptotica 13,5(n=12) 86,5 (n=177)
Bcl-2 Antiapoptotica 98,9 (n = 88) 1,1 (n=01)

Bel-xp. Antiapoptética 61,4 (n=51) 38,6 (n=32)
Bimy ong Pro6-apoptotica 73,9 (n = 65) 26,1 (n=23)
MDM2 Antiapoptdtica 97,7 (n=84) 2,3 (n=02)

pS3 Pro-apoptotica 7,8 (n=107) 92,2 (n=283)
Procaspase 3 Pré-apoptotica 33,8 (n=25) 66,2 (n=49)
PUMA Pro-apoptotica 34,1 (n=29) 65,9 (n =56)
Smac/DIABLO Pro-apoptotica 33,3 (n=29) 66,7 (n=58)




Tabela 11 - Expressdao imunoistoquimica das proteinas de expressao citoplasmatica

avaliadas na plataforma ACIS 1II®.

APAF-1 152,6 £ 15,8
Bak 52,8 +3,5
Bax 102,3+12,3
Bcl-2 55,9+4,4
Bel-xg, 77,2+84
Bim; ong 72,6 £ 14,4
Caspase-3 clivada 106,3 £ 14,5
Procaspase3 78,0 38,2
PUMA 94,0 £15,9
Smac/DIABLO 110,0 + 14,7

884+ 13,8
30422
85,9 + 16,0
712458
54,0+21,2
4744232
255+ 182
50,6 £ 16,3
63.4+17.9
77,8 +18,0

136,7 % 31,0
1,6+12
89,2 +233
42+£39
43,0 £19,9
37,0+24,7
292 +243
40,0 + 15,3
61,7+25,0
87,3+283

Tabela 12 - Expressdao imunoistoquimica das proteinas de expressdao nuclear

avaliadas na plataforma ACIS II®.

Caspase-3 clivada
MDM?2

p53

109,1 £ 12,1

110,4+ 15,4

445+ 19,5
415+162

81,6 £20,9
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44 COMPARACAO DOS RESULTADOS DA AVALIACAO PELA
MICROSCOPIA OPTICA E DAS MEDIDAS OBTIDAS PELO ACIS

H®

Para a comparagdo dos dois resultados, foram utilizados como referéncia os
valores obtidos pela microscopia dptica. Os parametros obtidos pelo ACIS II®
como intensidade da coloracdo e porcentagem da 4rea corada em marrom, além do
produto destes dois parametros foram comparados pelas curvas ROC (“Receiver
operating characteristic”).

Foram considerados como valores de corte os pontos das curvas ROC mais
proximos da extremidade superior esquerda dos graficos, o ponto (0,1). Com esses
valores de corte, foi calculado o indice kappa de concordancia e a porcentagem de
casos com resultados coincidentes pelos dois métodos.

A Tabela 13 demonstra esses calculos para os marcadores citoplasmaticos. A
porcentagem de area marrom foi o pardmetro que apresentou maior area sob a curva
ROC em trés marcadores: APAF-1, Bax ¢ Smac/DIABLO. A Tabela 14 demonstra
esses calculos para os marcadores nucleares, que apresentaram maior area sob a

curva do parametro porcentagem de ntcleos corados.



62

Tabela 13 - Comparacao das areas sob a curva ROC para cada marcador
citoplasmatico e escolha do ponto de corte baseado no ponto da curva ROC mais
préximo do ponto (0,1).

Marcador Area sob a Erro Valor p Intervalo de Ponto de
curva ROC padrio confianca corte
APAF-1 intensidade 0,86 0,04 p<0,001 (0,78-0,94) 148,5
APAF-1 porcentagem 0,90 0,04 p<0,001 (0,83-0,97) 91,2%
APAF-1 produto 0,89 0,04 p<0,001 (0,82-0,97) 126,42
Bak intensidade 0,85 0,04 p=0,24 (0,77-0,93) 55,5
Bak porcentagem 1,00 0,00 p=0,09 (1,00-1,00) 12,5%
Bak produto 1,00 0,00 p=0,09 (1,00-1,00) 6,92
Bax intensidade 0,75 0,07 p<0,001 (0,62-0,88) 96,5
Bax porcentagem 0,92 0,05 p<0,001 (0,83-1,00) 81,8%
Bax produto 0,90 0,05 p<0,001 (0,81-1,00) 74,78
Bcl-2 intensidade 1,00 0,00 p=0,09 (1,00-1,00) 68,5
Bcl-2 porcentagem 1,00 0,00 p=10,09 (1,00-1,00) 34,8%
Bcl-2 produto 1,00 0,00 p=0,09 (1,00-1,00) 23,5
Bcl-x; intensidade 0,87 0,04 p<0,001 (0,79-0,95) 77,5
Bcl-x; porcentagem 0,90 0,03 p<0,001 (0,83-0,97) 59,6%
Bcl-x;, produto 0,92 0,03 p<0,001 (0,86-0,98) 46,09
Bimy gng intensidade 0,91 0,03 p<0,001 (0,84-0,98) 73,5
Bimy gng porcentagem 0,87 0,04 p<0,001 (0,79-0,95) 52,4%
Bim; ong produto 0,90 0,03 p<0,001 (0,83-0,97) 39,56
Procaspase 3 intensidade 0,70 0,07 p=0,006 (0,56-0,84) 74,5
Procaspase 3 porcentagem 0,86 0,05 p<0,001 (0,77-0,96) 46,4%
Procaspase 3 produto 0,89 0,04 p<0,001 (0,81-0,97) 36,2
PUMA intensidade 0,86 0,04 p<0,001 (0,78-0,95) 88,0
PUMA porcentagem 0,81 0,05 p<0,001 (0,71-0,91) 58,8%
PUMA produto 0,86 0,05 p<0,001 (0,77-0,95) 48,56
Smac intensidade 0,61 0,07 p=0,098 (0,48-0,75) 110,5
Smac porcentagem 0,74 0,06 p<0,001 (0,62-0,86) 85,0%

Smac produto 0,70 0,07 p=0,003 (0,57-0,83) 72,35
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Fonte da Cuiva ROC
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Figura 22 - Curva ROC demontrando a comparagdo entre as medidas do ACIS III®
e as medidas da microscopia Optica que foram utilizadas como referéncia. A seta
mostra o ponto da curva mais préximo do vértice superior esquerdo (ponto 0,1) do
grafico.

Para os marcadores imunoistoquimicos de padrao nuclear, a porcentagem de

nucleos corados foi o parametro com maior area sob a curva ROC (Figura 22).

Tabela 14 — Comparagdo das dreas sob a curva ROC dos marcadores
imunoistoquimicos de padrao nuclear.

MDM?2 intensidade 0,95 0,04 p=0,032 (0,87-1,02) 85,5
MDM2 porcentagem 0,96 0,02 p=0,026 (0,92-1,00) 67,3%
pS3 intensidade 0,98 0,02 p<0,001 (0,95-1,01) 96,0

P53 porcentagem 0,98 0,01 p<0,001 (0,95-1,01) 55,7%
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Apo6s o céalculo do melhor ponto de corte, cada medida do ACIS II® foi
considerada positiva ou negativa dependendo se a medida era maior ou menor que
este valor. Os pardmetros que apresentaram melhor indice de concordancia kappa
foram: o produto intensidade x porcentagem para os marcadores citoplasmaticos
(Tabela 15) e a porcentagem de nucleos corados para os marcadores nucleares

(Tabela 16).
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Tabela 15 - Indice kappa de concordincia entre os valores obtidos na microscopia
optica e os valores obtidos através da estratificagdo dos resultados obtidos no ACIS
[II® para os marcadores citoplasmaticos.

APAF-1 intensidade 0,49 0,10 <0,001 0,28-0,69 Moderado 76,8
APAF-1 porcentagem 0,56 0,09 <0,001 0,37-0,75 Moderado 80,5
APAF-1 produto 0,57 0,10 <0,001 0,37-0,75 Moderado 82,9
Bak intensidade 0,09 0,09 0,038 -0,31-0,50 Minimo 82,0
Bak porcentagem 1,00 0,00 <0,001 1,00-1,00 Excelente  100,0
Bak produto 1,00 0,00 <0,001 1,00-1,00 Excelente  100,0
Bax intensidade 0,29 0,11 0,003 0,03-0,54 Baixo 74,7
Bax porcentagem 0,60 0,11 <0,001 0,36-0,77 Moderado 87,4
Bax produto 0,57 0,11 <0,001 0,34-0,81 Moderado 87,4
Bcl-2 intensidade 1,00 0,00 <0,001 1,00-1,00 Excelente  100,0
Bcl-2 porcentagem 1,00 0,00 <0,001 1,00-1,00 Excelente  100,0
Bcl-2 produto 1,00 0,00 <0,001 1,00-1,00 Excelente 100,0
Bcl-x; intensidade 0,63 0,08 <0,001 0,47-0,80 Bom 81,7
Bcl-x; porcentagem 0,70 0,08 <0,001 0,55-0,86 Bom 85,4
Bcl-xy, produto 0,75 0,07 <0,001 0,61-0,90 Bom 87,8
Bim, gng intensidade 0,62 0,09 <0,001 0,44-0,80 Bom 83,5
Bim; ong porcentagem 0,54 0,09 <0,001 0,35-0,73 Moderado 78,8
Bimy gng produto 0,59 0,09 <0,001 0,41-0,78 Moderado 82,4
Procaspase3 0,36 0,12 0,002 0,12-0,59 Baixo 71,2
intensidade

Procaspase3 0,61 0,10 <0,001 0,42-0,80 Moderado 82,2
porcentagem

Procaspase 3 produto 0,59 0,10 <0,001 0,40-0,78 Moderado 80,8
PUMA intensidade 0,61 0,09 <0,001 0,43-0,80 Bom 82,9
PUMA porcentagem 0,49 0,10 <0,001 0,29-0,69 Moderado 76,8
PUMA produto 0,64 0,09 <0,001 0,47-0,82 Bom 84,2
Smac intensidade 0,14 0,08 0,123 -0,06-0,33 Minimo 51,8
Smac porcentagem 0,31 0,09 0,002 0,12-0,51 Baixo 64,7

Smac produto 0,38 0,11 0,001 0,17-0,60 Baixo 72,4
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Tabela 16 - Indice kappa de concordincia entre os valores obtidos na microscopia
optica e os valores obtidos através da estratificagdo dos resultados obtidos no ACIS
[II® para os marcadores nucleares.

MDM?2 intensidade 0,28 0,16 <0,001 -0,17-072  Baixo 89,4
MDM2 porcentagem 0,56 0,23 <0,001 0,06-1,05 Moderado 96,5
p53 intensidade 0,71 0,12 <0,001 0,46-0,96 Bom 94.4
P53 porcentagem 0,86 0,10 <0,001 0,68-1,05 Excelente 97,8

4.5 INDICE APOPTOTICO E A EXPRESSAO DE CASPASE-3

CLIVADA

A reacdo de imunoistoquimica para caspase-3 clivada (Figura 23) apresentou
interessantes resultados. A caspase-3 clivada que marca células j& comprometidas
com o processo de apoptose corou algumas amostras de retinoblastoma difusamente
enquanto em outras ha raras células coradas. Entretanto, ha maior nimero de células
coradas nas areas externas dos manguitos tumorais ou em areas limitrofes entre
tumor viavel e necrose. A caspase-3 clivada também corou células em area bem e

pouco diferenciadas do retinoblastoma.
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Legenda: A amostras de retinoblastoma com inumeras células coradas pela caspase-3 clivada; B

amostra com raras células coradas; C amostras corando células no limite entre tumor viavel e tumor

necrotico; D demonstrando a expressdo nas partes externas dos manguitos tumorais; E em tumores

pouco diferenciados e F e em tumores bem diferenciados.

Figura 23 - Fotomicroscopia de reagao imunoistoquimica para caspase-3 clivada.

O indice apoptotico foi medido em 92 amostras e apresentou valor médio de

0,12 com desvio padrao de 0,12 (Tabela 17). O Histograma (Figura 24) apresenta a

distribuicao destes valores e demonstra que mais de 30% das amostras apresentaram

valores menores que 0,05.

Tabela 17 - Indice Apoptético.

Mediana

Meédia

Desvio Padrdo (DP)
Minimo

Maximo

0,09
0,12
0,12

0,72
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Figura 24 - Distribuicao dos valores do indice apoptotico medido

4.6 CORRELACAO ENTRE AS MEDIDAS QUANTITATIVAS DO
INDICE APOPTOTICO E AS MEDIDAS DA CASPASE-3 CLIVADA

REALIZADAS NO ACIS III®

A caspase-3 clivada foi medida pela plataforma ACIS III® através de
programa de avaliacdo de citoplasma e também pelo programa de avaliacdo de
marcador nuclear. A correlagdo entre os valores do indice apoptético medido pela
contagem de células marcadas pela caspase-3 clivada e as medidas do ACIS III®

apresentaram correlagdo positiva e significante (Tabela 18).
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Tabela 18 - Correlacao de Al e medidas da caspase-3 clivada feitas no ACIS II®.

Caspase 3 clivada citoplasma - produto 0,53 <0,001
Caspase 3 citoplasma - intensidade 0,37 <0,001
Caspase 3 citoplasma - porcentagem 0,55 <0,001
Caspase 3 clivada nucleo - porcentagem 0,44 <0,001
Caspase 3 clivada nucleo - intensidade 0,47 <0,001

Realizado Teste de correlagdo de Spearman para varidveis sem distribuicdo normal

4.7 CORRELACAO ENTRE AS MEDIDAS DE EXPRESSAO

FEITAS PELO ACIS III® E O INDICE APOPTOTICO

As medidas da expressao das proteinas estudadas foram correlacionada com o
indice apoptotico e a medida obtida pelo ACIS III® de caspase-3 clivada. Para as
variaveis que utilizaram o programa que mede a expressdo no citoplasma, foram
correlacionados apenas o produto da intensidade x porcentagem da area. Para as
variaveis que utilizaram o programa de nucleo, foram correlacionas apenas as
medidas de percentagem de nucleos corados (Tabela 19). S6 apresentaram
correlagdo significante de forma sustentada (para as trés medidas) Bak, Bax, Bcl-x. e
pro-caspase-3. Entretanto, Bax e pro-caspase-3, proteinas pro-apoptdticas se

correlacionaram negativamente com a expressao de casapase-3 clivada.
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Tabela 19 - Correlacao entre caspase-3 clivada e proteinas relacionadas a apoptose.

APAF-1 -0,29 0,008 0,12 0,28 r=031° 0,005
Bak 0,26 0,020 0,28 0,010 rho = 0,32° 0,003
Bax -0,34 0,001 -0,37 0,001 r=-0,29"° 0,007
Bcl-2 -0,15 0,15 0,11 0,31 tho=0,29" 0,008
Bel-xp -0,41 <0,001 -0,43 <0,001 r=-0,38" < 0,001
Bimy ong -0,48 <0,001 -0,43 <0,001 rho=-0,21* 0,06
MDM2 -0,32 0,002 -0,11 0,32 r=-0,12° 0,29
Pro-caspase -0,47 <0,001 -0,52 <0,001 r=-0,39"° <0,001
PUMA -0,23 0,030 - 0,06 0,57 r=0,08"° 0,94
Smac/DIABLO 0,26 0,020 0,09 0,44 r =-0,09° 0,41
p53 -0,32 0,002 -0,14 0,19 rho=-0,16" 0,14
Legenda:

a. Teste de correlagdo de Spearman para variaveis sem distribuicdo normal
b. Teste de correlacdo de Pearson para varidveis com distribui¢do normal

sig = significancia

Bcl-x; e Bak apresentaram correlagao compativel com sua fungao na células.

Enquanto Bak apresentou correlagdo positiva com a expressao de caspase-3 clivada e

indice apoptoético, Bcl-xp apresentou correlagdo negativa, ou seja, quanto maior a

expressao de Bel-xp, menor a apoptose no retinoblastoma (Figura 25).
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Figura 25 - Correlacdo entre expressao de Bcl-x. e caspase-3 clivada

Como p53 ¢ um importante fator de transcrigdo das proteinas pro-apoptaticas,
também realizamos o calculo da correlagdo entre expressdo da p53 e das outras
proteinas (Tabela 20). Exceto por Smac/DIABLO, todas as proteinas apresentaram
correlacdo entre sua expressdo ¢ a expressdo de p53. E entre estas, apenas Bak
apresentou correlacdo negativa, as demais apresentaram correlacdo positiva, ou seja,

quanto maior a expressdo de p53, maior a expressdo destas proteinas.
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Tabela 20 - Correlagdo entre expressao de p53 com a expressdo das demais
proteinas.

APAF-1 0,30 0,006
Bak -0,21 0,040
Bax 0,64 <0,001
Bcl-2 0,30 0,004
Bel-xp 0,63 <0,001
Bimy ong 0,38 <0,001
Mdm?2 0,60 <0,001
Pro-caspase-3 0,55 <0,001
PUMA 0,36 0,001
Smac/DIABLO 0,16 0,14

Realizado Teste de correlagdo de Spearman para variaveis sem distribuicdo normal

4.8 VERIFICACAO DE ASSOCIACAO ENTRE O INDICE

APOPTOTICO E A EXTENSAO TUMORAL

A Tabela 21 demonstra que nao houve associacao entre o indice apoptdtico e
a extensdo do tumor. Os retinoblastomas extraoculares apresentaram média do indice

apoptdtico um pouco maior que a média dos retinoblastomas intraoculares.

Tabela 21 - Verificagdo de associacdo entre indice apoptdtico e extensao tumoral.

* Nivel de significancia estatistica segundo o teste de Mann-Whitney (variavel ndo tém distribuicdo
normal)
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4.9 VERIFICACAO DE ASSOCIACAO ENTRE A EXPRESSAO

IMUNOISTOQUIMICA E A EXTENSAO TUMORAL

Nenhum dos marcadores imunoistoquimicos avaliados através da microscopia
Optica apresentaram associagdo com a extensdo tumoral. Esses dados estdo

relacionados na Tabela 22.

Tabela 22 - Expressao imunoistoquimica e extensao tumoral.

Intraocular Extraocular Significancia

APAF-1 negativo 19 (21,8%) 4 (4,6%) p=0,45%
positivo 58 (66,7%) 6 (6,9%)

p53 negativo 7 (7,8%) 0 p=0,59*
positivo 72 (80,0%) 11 (12,2%)

Pro-caspase 3 negativo 21 (28,4%) 4 (5,4%) p=0,43*
positivo 45 (60,8%) 4 (5,4%)

Proteina Bak negativo 77 (86,5%) 11 (12,4%) p=1,00%*
positivo 1 (1,1%) 0

Proteina Bax negativo 10 (11,2%) 2 (2,4%) p =0,64*
positivo 68 (76,4%) 9 (11,6%)

Proteina Bcl-2 negativo 78 (87,6%) 10 (11,2%) p=0,12*
positivo 0 1 (1,1%)

Proteina Bel-xp negativo 45 (54,2%) 6 (7,2%) p=0,42%
positivo 30 (36,1%) 2 (2,4%)

Proteina Bim Long negativo 55 (62,5%) 10 (11,4%) p=0,28%
positivo 22 (25,0%) 1 (1,1%)

Proteina MDM?2 negativo 74 (86,0%) 10 (11,6%) p=1,00%*
positivo 2 (2,3%) 0

PUMA negativo 25 (29,4%) 4 (4,7%) p = 1,00*
positivo 49 (57,6%) 7 (8,2%)

Smac/DIABLO negativo 24 (27,6%) 5(5,7%) p=0,29%
positivo 53 (60,9%) 5(5,7%)

* Teste exato de Fisher (um dos valores esperados foi menor que 5)
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Com os dados obtidos através da plataforma ACIS II®, foram realizados
testes estatisticos para comparar as médias obtidas dos valores de intensidade da
coloracdo e porcentagem de area corada (ou porcentagem de nticleos corados nos
marcadores nucleares). A p53 apresentou uma associacdo com o estadio do tumor
com valores mais altos nos tumores intraoculares do que nos tumores extraoculares

(Tabela 23).

Tabela 23 - Extensdo tumoral e a expressdo imunoistoquimica medida no ACIS
N®.

APAF-1 produto intensidade x ~ p =0,39* 74 137,6 30,9 8 128,1 32,7
porcentagem area corada

Bak produto intensidade x p=0,11** 79 1,5 1,2 13 2,1 1,3
porcentagem area corada

Bax produto intensidade x p =0,08% 77 91,1 22,6 13 77,5 25,2
porcentagem area corada

Bcl-2 produto intensidade x p=0,79** 79 40 3,3 11 5,6 7,0
porcentagem area corada

Bcl-x; produto intensidade x p =0,24% 78 44,1 19,6 12 36,0 21,7
porcentagem area corada

Bim-long produto intensidade  p =0,27** 78 38,0 25,4 10 28,8 17,2
X porcentagem area corada

MDM2 porcentagem de nucleos p =0,73* 78 41,3 15,7 11 43,1 19,6
corados

pS3 porcentagem de nicleos p = 0,04%* 79 83,4 19,7 13 70,6 25,1
corados

Pro-caspase 3 produto p=0,17* 71 40,9 15,6 9 33,5 10,8
intensidade x porcentagem area

corada

PUMA produto intensidade x p=0,11* 76 63,2 25,6 10 50,0 16,8
porcentagem area corada

Smac/DIABLO produto p =0,09*% 76 85,5 28,6 10 101,4 22,0

intensidade x porcentagem area
corada

* Nivel de significancia estatistica segundo o teste t de Student (variaveis com distribui¢@o normal)
** Nivel de significancia estatistica segundo o teste de Mann-Whitney (varidveis que ndo tém
distribuigdo normal)
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Na analise univariada segundo as medidas semiquantitativas feitas através da
microscopia Optica, a expressao de Bcl-2 apresentou associagdo com pior sobrevida.
Entretanto, ndo ¢ possivel uma conclusao pois somente a amostra de um paciente foi
positiva para Bcl-2. Os demais marcadores imunoistoquimicos nao apresentaram

resultados significativos (Tabela 24).

Tabela 24 - Sobrevida segundo as medidas semi-quantitativas feitas através da
microscopia optica.

Marcador imunoistoquimico Sobrevida global Significancia

APAF-1 Negativo (n = 23) 91,3% p = 0,26
Positivo (n = 64) 96,8%

Bcl-2 Negativo (n = 88) 97,7% p <0,001*
Positivo (n = 01) 0%

Bak Negativo (n = 88) 96,6% p = 0,85
Positivo (n = 01) 100,0%

Bax Negativo (n = 12) 90,0% p = 0,09
Positivo (n = 77) 98,7%

Bel-xp Negativo (n = 51) 95,9% p = 0,25
Positivo (n = 32) 100,0%

Bimy ong Negativo (n = 65) 96,8% p = 0,39
Positivo (n = 23) 100,0%

MDM2 Negativo (n = 84) 97,6% p = 0,83
Positivo (n = 02) 100,0%

pS3 Negativo (n = 7) 100,0% p = 0,55
Positivo (n = 83) 95,1%

Pro-caspase 3 Negativo (n = 25) 100,0% -
Positivo (n = 49) 100,0%

PUMA Negativo (n = 29) 93,1% p = 0,24
Positivo (n = 56) 98,1%

Smac/DIABLO Negativo (n = 29) 96,3% p = 0,57

Positivo (n = 58) 98,3%

* Apenas as células tumorais de um paciente foram positivas para bcl-2.
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Para a avaliagdo de sobrevida segundo as medidas realizadas através da
plataforma ACIS III®, foi utilizada a estratégia de célculo da sobrevida utilizando-se
pontos de corte nos pencentis 25, 50 e 75 das varidveis fornecidas pela plataforma
(Tabela 25). Foram observadas que duas medidas apresentaram significancia quando
o ponto de corte foi no percentil 75: porcentagem de area corada por Bak e
intensidade de coloragdo por Smac/DIABLO. Entretanto esses calculos nao sio

confiaveis devido ao pequeno numero de eventos (quatro 6bitos)
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Tabela 25 - Sobrevida global segundo as medidas obtidas na plataforma ACIS I1I®.

Intensidade <142  100,0 0,40 <152 97,6 098 <165 984 0,33

APAF-1 >142 96,7 >152 97,5 >165 944
% area <83,5 100,0 040 <93,2 100,0 0,16 <978 98,4 0,41
>83,5 96,7 >032 95,1 >97.8 95,0
Intensidade <52 91,3 0,26 <55 95,9 0,84 <58 97,1 0,15
Bel-2 >52 96,9 >55 94,9 >58 89,2
% area <40,2 95,5 0,98 <57.5 95,6 0,98 <86,6 97,0 0,24
>40,2 95,5 >57,5 954 >86,6 90,9
Intensidade <50 91,3 0,26 <52 98,1 0,37 <54 97,2 0,65
Bak >50 96,9 >52 94,7 >54 95,0
% area <16,2 100,0 0,31 <25,3 100,0 0,07 <382 100,0 0,002
>16,2 95,5 >253 93,2 >38,2 86,4
Intensidade <93 95,5 0,72 <103 95,5 0,55 <110 955 0,32
Bax >93 97,0 >103 97,7 >110 100,0
% area <789 90,5 0,07 <920 954 0,53 <96,7 955 0,32
>78,9 98,5 >92,0 97,8 >96,7 100,0
Intensidade <71 95,5 0,40 <76 97,7 0,96 <82 96,9 0,39
Bel-x;, >71 98,5 >76 97,8 >82 100,0
%area <424 100,0 0,41 <564 954 0,15 <67,9 97,0 0,41
>424 97,0 >56,4 100,0 >67,9 100,0
Intensidade <63 100,0 0,41 <69 97,8 0,94 <78 98,5 0,43
Bimy gng >63 96,9 >69 97,6 >78 95,5
% area <32,1 100,0 0,41 <469 97,7 0,99 <67,9 985 0,43
>32,1 96,9 >46,9 97,7 >67,9 95,5
Intensidade <29,3 95,2 0,68 <388 95,5 0,56 <53,6 97,0 0,74
MDM?2 >29,3 97,0 >38.8 97,7 >53,6 95,5
% area <72 96,0 0,84 <76 95,5 0,56 <84 97,2 0,53
>72 96,8 >76 97,7 >84 94,1
Intensidade <75,9 95,5 0,70  <90,9 95,6 0,56 <953 955 0,31
pS3 >759 97,1 >90,9 97,8 >95,3  100,0
% area <101 95,5 0,70 <113 95,7 0,58 <120 95,7 0,33
>101 97,1 >113 97,7 >120 100,0
Intensidade <73 100,0 047 <77 100,0 0,21 <82 96,6 0,42
Pré-caspase 3 >73 96,8 >77 95,5 >82 100,0
% area <38,7 94,7 0,39 <51,7 97,5 0,98 <614 96,6 0,40
>38,7 983 >51,7 974 >61,4 100,0
Intensidade <82 100,0 043 <91 100,0 0,18 <107 984 0,43
PUMA >82 96,9 >91 95,6 >107 95,5
% area <51,1 95,2 0,41 <64,7 97,6 0,99 <76,0 96,8 0,40
>51,1 984 >64,7 97,7 >76,0  100,0
Intensidade <101 100,0 0,40 <111 100,0 0,08 <118 100,0 0,006
Smac/DIABLO >101 96,8 >111 94,1 >118 88,9

%éarea <655 1000 041 <833 97,7 098 <915 984 039
>65,5 96,8 >833 97,6 >91,5 95,9
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A mesma estratégia para o calculo da sobrevida foi utilizada para a avaliagao
do indice apoptotico. Quando o ponto de corte foi avaliado no percentil 75, houve
uma tendéncia (p = 0,057) de associacdo indireta entre indice apoptdtico e melhor
sobrevida (Tabela 26). Pacientes com amostras apresentando indice apoptdtico

menor tem melhor sobrevida global.

Tabela 26 - Analise univariada de sobrevida segundo o indice apoptotico.

Indice <034 957 097 <085 978 0,31 <174 98,5 0,057
apoptotico >,034 95,6 >085 93,5 >174 87,0
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5 DISCUSSAO

A amostra de pacientes portadores de retinoblastoma tratados no periodo de
1986 a 2000 no Hospital A.C. Camargo apresentou caracteristicas tais como idade,
sexo, propor¢ao de pacientes com tumores bilaterais semelhantes a outras amostras ja
publicadas. Entretanto, a nossa amostra parece apresentar média de idade ao
diagnostico e proporcao de pacientes com tumores bilaterais maiores que em outros
estudos (MURPHREE 1998). E provavel que isto seja consequéncia de tempo de
encaminhamento prolongado e do encaminhamento de pacientes portadores de
retinoblastoma bilateral para nosso hospital que ¢ referéncia no tratamento do
retinoblastoma.

No nosso estudo, foram incluidos apenas 22,3% dos pacientes tratados neste
mesmo periodo. Quando comparamos as caracteristicas dos pacientes incluidos neste
estudo com as caracteristicas de todos os pacientes, observaremos algumas
diferengas. A primeira ¢ que a taxa de sobrevida no grupo inteiro de pacientes foi de
87,9% ¢ na amostra deste estudo foi de 95,6%. Isto foi devido aos critérios de
exclusdo utilizados. Dos 26 pacientes excluidos apds a confeccdo da TMA, havia
informagdo que sete pacientes (27%) foram a 6bito. Dos excluidos, havia pacientes
com estagios avangados da doenca que foram submetidos a quimioterapia prévia,
prontuarios ndo encontrados de pacientes que foram a 6bito e também, pacientes que
foram excluidos por nao apresentarem tumor vidvel na TMA. Esses retinoblastomas
com extensa necrose podem realmente apresentar pior prognostico. CHONG et al.

(2006) descreveram que retinoblastomas extensivamente necroticos, quando
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comparados com casos apresentando tumor viavel, apresentam mais fatores de risco
para doenga metastatica e morte como: invasao do nervo optico, invasdo p6s laminar
do nervo 6ptico e invasao da coroide.

A segunda diferenca entre a amostra deste estudo e de todos os pacientes do
Hospital A.C. Camargo é a porcentagem de pacientes com tumores bilaterais: no
grupo completo havia 37% de pacientes com retinoblastoma bilateral enquanto que
no grupo selecionado para estudo apenas 29% dos pacientes apresentavam tumores
bilaterais. Pacientes com tumores bilaterais geralmente sdo frequentemente
submetidos a tratamentos conservadores antes da cirurgia. Nao houve diferencas
significativas em relacdo a outros dados demograficos como idade e sexo.

Nos pacientes incluidos no estudo, a média de idade dos portadores de
tumores bilaterais foi um pouco mais que a metade que a média de idade dos
portadores de tumores unilaterais (18,0 vs 30,3 meses). Esta distribuicdo das idades
corresponde a classica descrigdo feita por KNUDSON (1971) que gerou sua teoria a
respeito dos dois eventos mutacionais.

Nenhum paciente do estudo foi submetido a exenteragdo, um procedimento
reservado para tratamento de retinoblastoma com macica infiltracdo do tecido
orbitario. Pacientes apresentando estas caracteristicas passaram a receber tratamento
quimioterapico antes da cirurgia a partir de 1987 (ANTONELI et al. 2003a).

A diferenciacdo do retinoblastoma foi estratificada em apenas duas
categorias. Os tumores considerados como pouco diferenciados corresponderam a
63,4% dos casos. Ha divergéncias na literatura a respeito da propor¢do de
retinoblastomas diferenciados e indiferenciados. KHELFAOUI et al. (1996)

classificaram apenas 16% dos retinoblastomas como pouco diferenciados enquanto
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STANNARD et al. (1979) classificaram 74% dos retinoblastomas como pouco
diferenciados. Nenhum dos dois grupos conseguiu associar a diferenciagdo do
retinoblastoma com extensdo tumoral ou sobrevida. Na nossa amostra, também néo
houve associagdo entre diferenciacdo e sobrevida (p = 0,60).

A invasdo do nervo 6ptico foi detectada em 37,6% dos olhos enucleados, com
19,4% apresentando invasdo pos-lamina crivosa. Doze pacientes ndo apresentavam
no laudo anatomo-patologico o status do nervo Optico e também nao foram
encontradas laminas contendo os cortes histologicos do nervo dptico. KHELFAOUI
et al. (1996), em estudo retrospectivo realizado na Franga com pacientes procedentes
de diversos paises ¢ tratados no periodo de 1977-1990, demonstraram que 10% dos
olhos enucleados apresentavam margem comprometida, 20% apresentavam invasao
po6s-laminar sem margem comprometida e 15% apresentavam invasdo até¢ a lamina
crivosa. CHANTADA et al. (2007), em estudo retrospectivo realizado na Argentina
de pacientes tratados no periodo de 1989-2004, apresentaram resultados semelhantes,
com 15,7% dos pacientes admitidos apresentando invasdo pos-laminar sem
comprometimento da margem do nervo Optico. SHIELDS et al. (1994)
demonstraram resultados bem melhores, com apenas 5,9% dos pacientes
apresentando invasdo pos-laminar do nervo optico, e apenas 0,6% apresentando
margem do nervo optico comprometida. Estes autores também demonstraram pior
sobrevida nos pacientes com invasdo pos-laminar do nervo Optico assim como no
nosso estudo (p = 0,049). Entretanto, estes autores encontraram uma associacao com
pior sobrevida mesmo comparando somente os retinoblastomas sem margem

comprometida.
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A invasdao da coroide foi estratificada também como focal ou macica
seguindo a descrigdo de KHELFAOUI et al. (1996). Esses autores estratificaram
invasdo dos folhetos oculares em cinco categorias (sem invasdo, invasdo focal da
coroide, invasdo macica, invasao de esclera e invasdo de tecidos extraoculares) e
quando agruparam invasdo maci¢a de coroide e invasdo de esclera, encontraram
associagdo deste grupo com maior risco de metastases. Na nossa amostra, ndo ha
associacdo com invasdo de coroide e pior sobrevida. Entretanto, ha associagdo entre
invasdo de esclera e pior sobrevida na analise univariada.

A média de tempo de seguimento destes pacientes foi de 11,5 anos, que ¢
bastante satisfatorio para avaliar sobrevida em pacientes com retinoblastoma, pois os
obitos decorrentes da neoplasia ocorrem geralmente nos cinco primeiros anos apos o
diagnéstico (BROADDUS et al. 2009). A presenga de segundos tumores foi também
avaliada no seguimento destes pacientes, e para esta avaliagdo, o tempo de
seguimento precisa ser maior. Apesar de nas duas primeiras décadas de vida, os
sobreviventes de retinoblastoma germintativo ja apresentarem maior incidéncia de
sarcomas (sarcomas de partes moles e osteossarcomas) que a populagdo geral, ¢ na
quarta década de vida que ha um aumento de até 15 vezes na incidéncia de
neoplasias malignas em relagdo a populagdo geral as custas do aumento na incidéncia
de carcinomas e melanomas (MAREES et al. 2008). Na nossa amostra, quatro
pacientes apresentaram segundas neoplasias. Dois apresentaram osteossarcoma ¢ um
apresentou pinealoblastoma, que sdo as segundas neoplasias frequentes em amostras
com seguimento até 20 anos (MAREES et al. 2008).

O estudo imunoistoquimico do retinoblastoma foi realizado em laminas

contendo uma matriz tecidual (TMA). Este recurso que consiste em colocar amostras
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de inimeros pacientes em uma mesma lamina tém sido frequentemente utilizado em
pesquisas. Apresenta como principal vantagem o fato das amostras serem submetidas
aos mesmos reagentes, anticorpos ¢ condi¢gdes de temperatura e umidade. A principal
desvantagem ¢ que a rea¢do imunoistoquimica ¢ feita em uma superficie de tecido
tumoral muito menor que a superficie tumoral de uma lamina tradicional.

O indice apoptotico medido pela imunoistoquimica através da marcacdo da
caspase-3 clivada apresentou média de 120 células por 1000 células contadas e foi
maior que a encontrada em outros estudos que utilizaram TUNEL ou ISEL.
TATLIPINAR et al. (2002) apresentou uma média de indice apoptético de 2,78 £1,2,
ou seja, 28 por 1000 células. BELLAN et al (2002) verificaram a associagdo da
expressao de p130, uma outra proteina do grupo do retinoblastoma, e demonstraram
um indice apoptdtico de 3,26 +£2,23 (n = 28) em tumores que expressavam p130. Ou
seja, o Al encontrado por esses autores ¢ bem menor que os valores obtidos na nossa
amostra. Isto pode ser devido ao método de deteccdo da apoptose utilizado. A
utilizacdo de caspase-3 clivada apresenta a vantagem de detectar a apoptose em suas
fases mais iniciais (HUERTA et al. 2007). Quando comeca a clivagem da caspase-3,
a célula ja estd comprometida com a apoptose e a expressdo deste marcador ndo
parece corar células que ndo estejam em apoptose.

Nas comparagdes do indice apoptdtico com a extensdo e a sobrevida dos
pacientes, a média do indice apoptético foi maior no grupo de pacientes com tumores
extraoculares que nos tumores intraoculares, mas esta diferenca nao foi
estatisticamente significativa (p = 0,284) e pacientes que apresentaram indice
apoptdtico maior que 0,17 apresentaram na comparagao das curvas de Kaplan-Meier

tendéncia a pior sobrevida (p = 0,057).
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Isto foi exatamente o oposto do que esperavamos. A nossa hipodtese foi
baseada nos estudos de KERIMOGGLU et al. (2003) que encontraram menor indice
apoptdtico em pacientes que desenvolveram metastases e em estudos demonstrando a
associacdo da hiperexpressdo de proteinas antiapoptoticas como a Bcl-2 com pior
prognostico em linfomas difusos de grandes células B (RANTANEN et al. 2001) ¢
em carcinomas uroteliais da bexiga (HUSSAIN et al. 2003). A partir destes estudos ¢
de outros ja citados, no6s formulamos a hipotese de que quanto maior a apoptose
celular, melhor a evolugao do retinoblastoma. Ou que, quanto maior a resisténcia das
células do retiblastoma a apoptose, pior o progndstico.

Entretanto, ndo foi o que observamos na nossa amostra. As amostras com
maior apoptose apresentavam uma tendéncia a pior sobrevida. Isto pode ser
explicado pela hipoéxia no microambiente tumoral. A hipoxia ¢ um dos maiores
estimulos a apoptose (BRAS et al. 2005). Quando os tumores apresentam
crescimento exagerado, os niveis de oxigénio diminuem nas células mais distantes
dos vasos sanguineos e estas células comegcam a consumir avidamente glicose e
produzir acido lactico, um fendmeno denominado efeito Warburg (1956) citado por
KIM e DANG (2006, p.8927) descrito ha mais de 80 anos. Os estudos atuais
demonstraram que sob hipdxia, as células podem desencadear apoptose ou, em uma
tentativa de sobreviver com baixos niveis de oxigé€nio, ativar enzimas do catabolismo
anaerobio. Para atingir este objetivo, a célula ativa um fator de trascrigdo
denominado HIF (“Hypoxia inducible transcription factor”) que ativa também fatores
que promovem a angiogénese. Desta forma, a hipdxia pode levar as células a
apoptose ou pode levar a célula maligna a produzir mais fatores angiogénicos como o

VEGF (“Vascular endothelial growt factor’”). MARBACK et al (2003) demonstraram
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que a angiogénese no retinoblastoma ¢ um fator progndstico para a disseminagao do
tumor e este ¢ um fator prognostico independente dos outros fatores prognosticos
classicos. Assim, podemos sugerir que a presenca da apoptose no retinoblastoma
pode ser consequéncia da hipoxia tumoral, que também leva o tumor a apresentar um
feno6tipo mais maligno.

A proteina p53 apresentou expressdo pela imunoistoquimica em 92% das
amostras, semelhante aos resultados encontrados por outros autores (YUGE et al.
1995; CHA et al. 2000). O anticorpo primario utilizado na reacdo ¢ o clone DO7, que
se liga a p53 normais ou mutantes.

Em outros tumores, a positividade da p53 esta ligada a producao de proteinas
mutantes, que tem tempo de meia vida maior no nucleo da célula (SJOGREN et al.
1996). Como o retinoblastoma raramente apresenta alteragcdes no gene Tp53 (KATO
et al. 1996) e a via do p53 esta bloqueada pelas proteinas MDM2 e MDM4 (LAURIE
et al. 2006; GUO et al. 2008), por que ha positividade imunoistoquimica para p53 no
retinoblastoma? A primeira explicacdo seria que diferente de MDM2, que induz a
degradagdo da p53 por proteases, MDM4 estabiliza a p53 dentro do nucleo e ainda
impede o complexo MDM2-p53 de ir para o citoplasma onde a proteina seria
degradada (SHARP et al. 1999). E ha diversas evidéncias que a MDM4 esta
aumentada no retinoblastoma. MDM4 tem sido encontrada hiperexpressa no
retinoblastomas por diferentes grupos de pesquisa (LAURIE et al. 2006; GUO et al.
2008). Além disso, o gene de MDM4 esta localizado no brago longo do cromossomo
1 (1q) que apresenta inumeros ganhos no retinoblastoma (CORSON e GALLIE
2007). A segunda explicacdo ¢ que a positividade de p53 seja decorrente do excesso

de proteina normal e que estas poderiam estar executando sua funcdo habitual.
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Hipoxia, quebras no DNA e qualquer estimulo que cause dano ao genoma pode
aumentar os niveis da p53 normal na célula do retinoblastoma. E atualmente, os
métodos imunoistoquimicos que utilizam o clone DO7 com recuperagao antigénica e
revelagdo pelo DAB tém a capacidade de demonstrar intensa expressdo nuclear e
infrequente expressao citoplasmatica em tecidos normais (PILLAI et al. 2003). Outra
evidéncia que a imunoistoquimica estd detectando p53 normal no retinoblastoma ¢
que a expressdo de p53 parece estar associada com a presenca de apoptose (NORK et
al. 1997; DIVAN et al. 2001). Entretanto, no nosso estudo, os calculos de correlagdo
dos niveis de p53 com a expressdo de caspase 3 ndo foram conclusivos: a p53 se
correlacionou negativamente com o indice apoptotico (medido pela contagem
manual das células), um resultado diferente dos estudos citados acima. E a expressdo
de caspase-3 clivada e da p53 medidas pela plataforma ACIS ndo apresentaram
correlacdo significante. A expressdo da p53 também apresentou diferencas entre os
tumores intra e extraoculares, com os tumores extraoculares apresentando menores
niveis de expressdo de p53. Este resultado ¢ diferente do encontrado em outras
neoplasias como ovario, mama e colon, onde maior expressao imunoistoquimica esta
associada a tumores mais agressivos (BOSARI et al. 1993). Mas esses tumores
apresentam mutagdes no gene Tp53 o que ndo ocorre no retinoblastoma.

Bax apresentou positividade em 86,5% da nossa amostra o que ¢ discordante
do trabalho de FUJISAWA et al. (1998) que observaram negatividade em todas as
amostras avaliadas pela imunoistoquimica. Entretanto, ndo ha como comparar os
resultados, uma vez que ndo hd a descricdo do anticorpo primario utilizado neste
estudo. O anticorpo utilizado no nosso estudo ¢ um anticorpo policlonal produzido a

partir do peptideo sintético correspondente a sequéncia de aminoacidos 43-61 da
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proteina Bax humana. A positividade para Bax sugere que parte das células do
retinoblastoma apresenta a via apoptdtica intrinseca ativada uma vez que Bax induz a
liberagdo de citocromo C no citosol (JURGENSMEIER et al. 1998). Entretanto, para
exercer sua fungdo, Bax deve estar na membrana da mitocondria. Mas ndo € possivel
determinar onde a molécula de Bax estad localizada através da técnica de
imunoistoquimica, se na membrana da mitocondria ou no citosol. Somente com
técnicas utilizando microscopia confocal ou microscopia eletronica com anticorpos
marcados com ouro seria possivel localizar a Bax na célula. Além disso, Bax
apresentou na nossa amostra, correlagdo negativa com o indice apoptdtico e com
medidas de expressdo da caspase-3 clivada demonstrando que apesar de ser uma
importante molécula pro-apoptética, a diminuigdo da expressdao imunoistoquimica de
Bax esta relacionada ao aumento da apoptose no retinoblastoma.

Por outro lado, das proteinas estudadas, Bax ¢ uma das que mais apresenta
estudos associando a sua diminui¢do da expressdo imunoistoquimica com
estadiamento ou prognostico de diversas neoplasias (WOOTIPOOM et al. 2004;
SANTINI et al. 2005; ADDEO et al. 2007; GONZALEZ-CAMPORA et al. 2007;
KANG et al. 2007; KATO et al. 2008; JEONG et al. 2008). No nosso estudo, os
tumores com estadiamento mais avangado apresentam menor expressao de Bax
assim como nos estudos citados. Mas esta ndo ¢ uma diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,08).

Utilizando-se um anticorpo policlonal, Bak apresentou positividade, na
microscopia Optica em apenas | caso da amostra. Interessante que apesar da
microscopia Optica ter detectado expressdo de Bak em apenas uma amostra, os

resultados da expressdo de Bak medidos pela plataforma ACIS, se correlacionaram
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positivamente com o indice apoptdtico e a expressdo de caspase-3 clivada medidos
pela plataforma o que é esperado para uma proteina pro-apoptotica. Entretanto, a
sensibilidade de discernimento de cores da plataforma maior que a do olho humano
talvez tenha detectado debris celulares que se coraram fracamente com o cromogeno
o que fez que as medidas de Bak tenham se correlacionado positivamente com a
apoptose. Confirmando esta possibilidade, houve uma correlagdo negativa
significante (p = 0,04) entre a expressao de Bak e p53 o que ndo ¢ um resultado
esperado porque p53 regula positivamente a transcricdo do gene Bak (KANNAN et
al. 2001). Desta forma, o melhor ¢ considerar Bak praticamente ausente nas células
do retinoblastoma.

Alguns estudos demonstraram que a proteina Bak pode se oligomerizar com
Bax e formar poros na membrana mitocondrial que estimulam a liberagdo do
citocromo ¢ e de Smac/DIABLO no citosol. Bax e Bak sdo inibidos tanto por Bcl-2
quanto por Bcl-x;. Desta forma, Bax e Bak parecem ter fungdes semelhantes ¢ a
auséncia de uma delas realmente ndo impediria a apoptose celular pela via intrinseca
ou mitocondrial (CORY e ADAMS 2002).

Bimp ong foi positivo em apenas 26,1% da amostra. O anticorpo utilizado foi
um anticorpo monoclonal o clone 5ES sintetizado para ligar-se a proteina Bimyng do
camundongo. Como a proteina Bim humana ¢ muito semelhante a proteina do
camundongo, este clone também pode ser utilizado em tecidos humanos (O'REILLY
et al. 2000). Entretanto, este anticorpo ndo se liga a variante da proteina
Bimgphort.que, em experimentos com linhagens celulares, parece ser a variante mais
eficaz de Bim (O'CONNOR et al. 1998). Desta forma, o experimento usando este

anticorpo deixou de demonstrar esta outra variante da proteina Bim. As trés variantes
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de Bim apresentam a mesma fungao de todas as proteinas “BH3 only”, a de inibir as
moléculas Bcl-2 e Bel-xp. que sdo antiapoptoticas. Entretanto, houve uma correlagdo
negativa significativa entre a expressao de Bimiong € 0 indice apoptdtico medido
pela contagem manual de células (rho = -0,48; p<0,001), um resultado que nao ¢
esperado ja que Bim é uma proteina pro-apoptodtica.

PUMA foi positivo em 65,9% da amostra. Para a detec¢ao de PUMA foi
utilizado o anticorpo monoclonal clone EP512Y que ¢ capaz de detectar as duas
variantes de PUMA: PUMA-alfa e PUMA-beta. PUMA ¢ uma proteina ligada a p53,
pois o principal estimulo a transcricdo do gene PUMA ¢ a presencga deste fator de
transcri¢do. Inversamente, ha autores que afirmam que toda a apoptose mediada pela
p53 depende da expressdo de PUMA (JEFFERS et al. 2003). A expressao de PUMA
realmente se correlacionou positivamente com a expressao de p53 (rho = +0,36; p =
0,001), mas ndo houve nenhuma correlagdo entre a expressao de PUMA e caspase 3
clivada, outro resultado nio esperado ja que PUMA ¢ uma proteina pro-apoptotica.
Isto, além da correlagdo negativa de p53 e Bax, pode sugerir que a via de apoptose
mediada pela p53 ndo seja a via que as células de fenotipo maligno do
retinoblastoma utilizam quando entram em apoptose.

Smac/DIABLO foi positiva em 66,7 % das amostras. Sua fun¢do ¢ estimular
a apoptose na célula através da inibicdo dos chamados IAP. Smac/DIABLO ¢é uma
proteina que exerce sua fungdo apenas quando um estimulo apoptotico ativa Bax e
Bak na membrana da mitocondria, formando poros que liberam tanto citocromo C
quanto Smac/DIABLO (DU et al. 2000; VERHAGEN et al. 2000). O anticorpo
utilizado na imunoistoquimica foi o anticorpo monoclonal Y12 que nd3o parece

diferenciar a Smac ativa no citosol € a Smac inativa dentro da mitocondria.
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Smac/DIABLO nao apresentou correlagdo com a expressao imunoistoquimica da
caspase-3 clivada medida pela plataforma ACIS III® embora tenha apresentado
correlacdo positiva com a contagem manual do indice apoptético (rho = +0,26; p =
0,02).

A proteina Bcl-2 apresentou positividade no retinoblastoma em apenas 1
paciente resultado comparavel a outros estudos que utilizaram imunoistoquimica
para observar a expressao do Bcl-2 nos retinoblastomas. COUPLAND et al (1998)
demonstraram positividade para Bcl-2 apensa em astrdcitos reativos distribuidos no
meio das células tumorais enquanto TATLIPINAR et al. (2002) observaram fraca
expressdo imunoistoquimica. Para esta reagdo imunoistoquimica, foi utilizado o
anticorpo monoclonal clone 124, que ¢ utilizado constantemente na rotina
diagnéstica para a classificagdo de linfomas através da presenga de hiperexpressao de
Bcl-2. O paciente que apresentou positividade para Bcl-2 teve evolugdo desfavoravel
e foi a obito. Este paciente apresentou importantes fatores de risco para o dbito como
tempo de encaminhamento longo, margem do nervo dptico comprometida, ¢ invasdo
de coroide e esclera. A avaliacdo de Bcl-2 como fator prognodstico ndo foi possivel,
pois além de apenas um paciente apresentar positividade, este paciente apresentou
inimeros outros fatores de pior prognostico. Bcl-2 ndo apresentou correlagio
significante com o indice apoptético, entretanto apresentou correlagdo positiva
significativa (rho = +0,30; p = 0,004) com p53, resultado ndo esperado porque a
transcri¢do de Bcl-2 ¢ inibida pela p53.

Bcl-x;, outra proteina antiapoptética, apresentou positividade nos
retinoblastomas em 32/83 pacientes (38,6%) sendo bem mais expresso no

retinoblastoma que Bcl-2. E, como esperado para uma proteina pro-apoptotica,
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apresentou correlacdo negativa significativa com o indice apoptético (rho = -0,41;
p<0,001) e com as medidas observadas pela plataforma ACIS III®. Entretanto, a
expressao de Bcel-x;, também apresentou correlagdo com a expressao de p53.

MDM2 apresentou positividade na imunoistoquimica em apenas 2/86 (2,3%)
dos retinoblastomas. Neste experimento, foi utilizado o anticorpo monoclonal clone
SMP14 que tem a peculiaridade de interagir com todas as proteinas MDM2, excetos
as fosforiladas no ponto 216. Somente as Ciclina A-CDK1 e Ciclina A-CDK2
parecem ter a capacidade de fosforilar a proteina neste ponto deixando a MDM2 com
menor capacidade de interagir com a p53 (ZHANG e PRIVES 2001). Entretanto,
mesmo utilizando um anticorpo monoclonal que interage com a maior parte das
proteinas MDM2 em qualquer estado de fosforilagdo e deixa de interagir apenas com
uma forma fosforilada de MDM2 que parece ter menor atividade na interagdo com
p53, uma minoria das amostras foi positiva para MDM2. Nas demonstra¢des de
correlacdo, MDM2 se correlacionou positivamente com p53 (rho = +0,60; p<0,001) e
negativamente com o indice apoptético (rtho = -0,32; p = 0,002) como o esperado
para uma proteina que exerce fun¢do antiapoptotica e tem a sua transcrigao regulada
pela pS3 em seu mecanismo de autorregulagao.

Para melhor explicar, resumir e exemplificar a respeito da expressdo das
proteinas estudadas, a Figura 26 demontra as fotomicroscopias da expressdo destas
mesmas proteinas em um retinoma (dados ndo publicados). O retinoma ¢
considerado pela maioria dos autores como a variante benigna do retinoblastoma que
apresenta a mesma alteragdo do gene Rbl, mas tem uma evolugdo benigna, se a

neoplasia ndo se transforma em um retinoblastoma o que ocorre frequentemente.
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Legenda: A figura do canto superior demontra corte histologico de um retinoma que apresenta
predominantemente “fleurettes”. O retinoma apresenta raras células em apoptose (que expressam
caspase-3 clivada) e raras células expressando a p53. Interessante, as proteinas relacionadas a
mitocondria como Bcl-x;, PUMA, Smac/DIABLO demonstram expressdo mais intensa no apice
destas estruturas que imitam os fotorreceptores. Bax apresentou expressdo difusa no citoplasma
compativel com sua caracteristica de estar inativo no citosol e pontos de intensificagdo da expressdo

(setas). Bcl-2, Bak (ndo mostrado na figura) e MDM2 foram negativas.
Figura 26 - Fotomicroscopia demonstrando a expressao das proteinas relacionadas a

apoptose estudadas no retinoma.
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O retinoma ¢ uma neoplasia com proliferacdo muito menor que a observada
no retinoblastoma. Além disso, necrose ¢ angiogénese sao mais raramente
observadas. Caracteristicamente o retinoma é composto predominantemente por
estruturas denominadas “fleurettes” mostradas anteriormente nas Figuras 1 e 3. Estas
estruturas apresentam diferenciagdo para fotorreceptores que lembram os segmentos
internos dos cones que sdo muito ricas em mitocondrias nos suas projecoes (Figura
2). Nas fotomicroscopia da Figura 3 o retinoma apresenta raras células em apoptose
(que expressam caspase-3 clivada) e raras células expressando p53. Realmente, os
estimulos para a expressdo da p53 s3o muito menores no retinoma. H4 menos
estimulo oncogénico e menos hipéxia. Mesmo assim, as proteinas pro-apoptoticas
PUMA, Smac/DIABLO, Bax, Bim;ong, APAF-1 e pro-caspase-3 estdo espressas no
retinoma sem que isso induza as células a apoptose. Além disso, PUMA, APAF-1 ¢
Smac/DIABLO apresentam intensificagdo da reagdo imunoistoquimica nas projegoes
dos “fleurettes” o que sugere que estas proteinas podem estar localizadas na
mitocondria. E se isso corresponder a realidade do processo na célula, significa que
Smac/DIABLO e APAF-1, apesar de expressas, ndo apresentam sua fungdo pro-
apoptdtica. Assim como a pro-caspase-3 que estd expressa difusamente no
citoplasma, Bax também estd expressa desta forma, com apenas raros pontos de
intensificagdo. Isto corresponde a relagdo que Bax tem com sua fungdo e localizagao
subcelular. As células apresentam Bax soltas no citosol e apenas sob um estimulo
apoptdtico, Bax ird se aderir a membrana mitocondrial onde ela executa sua fungdo.

Assim como no retinoblastoma, as proteinas Bcl-2 e MDM2 ndo foram
expressas. Bcl-xp apresenta o mesmo padrio de intensificacdo nas projecdes dos

“fleuretes”. E possivel que Bcl-xp esteja localizado na membrana mitocondrial,
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anulando a funcdo pré-apoptotica de PUMA, fazendo ligacdo com APAF-1 e
contendo Smac/DIABLO dentro da mitocondria (Figura 6).

Os mecanismos moleculares que atuam nas células retinianas até o
desenvolvimento do feno6tipo maligno no retinoblastoma estdo sendo extensivamente
estudados através de estudos em culturas celulares, modelos animais e através de
amostras de retinoblastoma. A busca pela célula da retina que da origem ao
retinoblastoma ainda gera discordancia no meio cientifico com alguns afirmando que
a célula de origem ja é, somente pela perda da pRb, uma célula resistente a apoptose
(CHEN et al. 2004) enquanto outros afirmam que a resisténcia a apoptose ¢ devida
ao aumento de MDM2 ou MDM4 e consequente inativagdo da via da p53 e que este
seria um evento secundario na tumorigénese (LAURIE et al. 2006; GUO et al. 2008).
Apenas a inativacdo do gene RB1 ndo parece ser suficiente para dar origem ao
retinoblastoma, embora seja o evento inicial da sua génese (CORSON e GALLIE
2007). Segundo VOGELSTEIN e KINZLER (2004), a maioria das neoplasias
necessita da inativagdo tanto da via da pRb como da p53 no seu desenvolvimento.
Grande parte dos outros tumores executa a inativacao destas vias através da produgdo
exagerada de proteinas que inibem a fun¢do da pRb e através de mutagdes do gene
Tp53. Neste aspecto, o retinoblastoma ¢ peculiar, pois a inativa¢do da via do pRb ¢
causada pela perda da proteina Rb e a inativagdo da via p53 parece ser feita pela
producdo exagerada de MDM2 e MDM4. Na amostra do nosso estudo,
demonstramos que tanto a pS3, como os seus importantes transcritos pro-apoptoticos
Bax ¢ PUMA nao se correlacionaram com a apoptose. Isto pode sugerir que a
apoptose dependente de p53 esta parcialmente bloqueada no retinoblastoma como

nos estudos com modelos animais (LAURIE et al. 2006).
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Como foi possivel observar pela morfologia e pela expressao de caspase-3
clivada, a apoptose ¢ um fenomeno bastante frequente no retinoblastoma, e sugerem
que essas células malignas sdo particularmente sensiveis & apoptose. E provavel que
a hipdxia e a auséncia da pRb com consequente desregulacao do ciclo celular sejam
os maiores estimulos a apoptose no retinoblastoma. As consequéncias da hipoxia
podem ser facilmente observadas. E classica a descri¢do dos manguitos de células
malignas em torno de vasos sanguineos, porque distante deles, sem oxigénio, as
cé¢lulas malignas necrosam ou entram em apoptose. Importante lembrar que o
suprimento sanguineo no olho ¢é particularmente limitado com a presenca de
irrigagdo sanguinea colateral escassa. Como ja descrito, a hipoéxia é um fenomeno
frequente nas neoplasias e parece conferir as mesmas um fen6tipo mais maligno,
com aumento da angiogénese e consequente disseminagdo tumoral. Nos
retinoblastomas ¢ facil observar clinicamente a presenca de angiogénese, com 0s
exames fundoscopicos demonstrando vasos nutridores andmalos e frequente
neovascularizagdo da iris nos retinoblastomas avancados. E a angiogénese ¢ um fator
importante na disseminacdo do retinoblastoma como demonstrado por MARBACK
et al. (2003). Desta forma, acreditamos que a presenca de mais células em apoptose
nos pacientes com pior evolugdo seja mais uma consequencia da hipoxia que fator de
pior prognostico.

A desregulacdo do ciclo celular como fator de estimulo a apoptose também
parece ser importante no Retinoblastoma uma vez que observamos apoptose em
areas do tumor ndo isquémicas. A auséncia ou diminuicao da fun¢do da pRb levando
a liberacdo dos fatores de transcri¢do da familia E,F aumenta na célula a expressdo

dos fatores pré-apoptoéticos. Esta dupla funcdo de E,F em transcrever as proteinas
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responsaveis pelo ciclo celular e pela apoptose parece ser uma importante aquisicao
dos organismos pluricelulares na eliminagdo de células com multiplicagdo
desregulada. Para avaliar o quanto o bloqueio da apoptose consequente a
desregulagdo do ciclo celular é importante na progressio e prognéstico do
retinoblastoma, analisaremos em d4reas tumorais sem hipdxia a relagdo entre
proliferacdo e apoptose.

Este estudo utilizando a imunoistoquimica forneceu importantes resultados de
como as células do retinoblastomas parecem estar sensibilizadas a apoptose, com a
expressdao exagerada de molélulas pro-apoptoéticas. E, apesar da expressdo destas
proteinas, nosso estudo sugere que a via apoptotica dependente de p53 esta
parcialmente bloqueada nesta neoplasia. E possivel que este bloqueio seja
consequente a expressdo de Bcl-x,, Novos estudos tentando mapear onde outros
bloqueios a apoptose ocorrem e qual a importancia do bloqueio a apoptose pela via

do p53 deverdo ser realizados para melhorar o entendimento do desenvolvimento,

progressao e prognostico do Retinoblastoma.
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CONCLUSOES

Houve um predominio da expressao de proteinas pré-apoptoticas: Bax,
PUMA e Smac/DIABLO em detrimento da expressdo de proteinas

antiapoptoticas: Bcl-2 e Bel-xy.

A presenga da expressao das proteinas pro-apoptdticas parece causar maior
susceptibilidade das células do retinoblastoma a apoptose. Mas a expressao

destas proteinas nao foi correlacionada com a apoptose;

A apoptose ¢ um fenomeno muito frequente no retinoblastoma. Como
observado, indice apoptdtico ndo apresenta associagdo com a extensao
tumoral e ha uma tendéncia entre aumento do indice apoptdtico e pior

prognostico.

Algum bloqueio a apoptose ¢ um elemento essencial no desenvolvimento das
neoplasias. No retinoblastoma, este bloqueio pode ser consequéncia da
expressdo de Bcl-xp que se correlacionou negativamente com o indice

apoptotico.
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Anexo 1 - Classificagao de REESE-ELLSWORTH (1963)

Grupo I

a. Tumor solitario menor do que 4 didmetros papilares (DP), junto ou atras do
equador do globo ocular.

b.Tumores multiplos, nenhum maior do que 4 DP, todos junto ou atrds do

equador.

Grupo 11
a. Tumores solitarios com 4 a 10 DP, junto ou atras do equador.

b. Tumores multiplos, com tamanho de 4 a 10 DP, atras do equador.

Grupo IIT
a. Qualquer tumor anterior ao equador.

b. Tumor solitario maior do que 10 DP atras do equador.

Grupo IV
a. Tumores multiplos, alguns maiores que 10 DP

b. Qualquer tumor estendendo-se anteriormente a "ora serrata".

Grupo V
a. Tumor macico envolvendo mais da metade da retina.

b. Sementes vitreas com qualquer tamanho do tumor.



Anexo 2 - ABC — CLASSIFICACAO DE MURPHREE (2005)

Grupo A — Risco muito baixo.

Tumores pequenos confinados a retina

Nenhum tumor > 3 mm

Nenhum tumor na area de 1,5 mm do nervo optico (1 DD)

Ou3mm (2DD) da fovea

Auséncia de sementes vitreas ou descolamento de retina
Grupo B — Risco baixo

Tumor(es) confinado(s) a retina (> 3 mm)

Qualquer localizagao

Sem sementes vitreas

Descolamento de retina de até Smm (3,5 DD) a partir da base do tumor
Grupo C - Risco moderado.

Sementes vitreas finas difusas ou localizadas

Descolamento de retina .>5mm ou descolamento total de retina

Auséncia de flocos tumorais vitreos ou massas subretinianas
Grupo D - Risco alto.

Sementes vitreas macicas ou subretinianas

Massas em “bola de neve” em vitreo ou subretinianas
Grupo E — Risco muito alto.

Nenhuma vis@o potencial ou

Presen¢a de um ou mais

Tumor em corpo ciliar /segmento anterior

Glaucoma neo-vascular

Hemorragia vitrea

Olho atrofico ou em processo de atrofia

Hifema

Sinais inflamatérios orbitarios (aspecto de celulite)

Tumor anterior ou hialdide anterior



Anexo 3 - Classificacdo do CCSG-962 (Wolff et al. 1978, citado por ANTONELI et
al. 2003b, p.403)

Classe I Evidéncia ao exame anatomopatoldgico de células tumorais
nos canais emissarios esclerais ou células tumorais espalhadas nos tecidos episclerais

por ocasido da enucleacao.

Classe I1 Evidénica microscopica de tumor na margem de ressec¢ao do

nervo optico.

Classe II  Tumor orbitario comprovado por bidpsia.

Classe IV Massa tumoral no SNC ou células tumorais no liquor.

Classe V Metastases hematogénicas para a medula dssea, 0sso ou outros

locais, ou disseminacgao linfatica para linfonodos cervicais ou de outras regioes.



Anexo 4 - Proposta de classificacao do Retinoblastoma (CHANTADA et al. 2006)

Estagio 0. Pacientes com tratamento conservador.

Estagio 1. Pacientes tratados com enucleacido, com ressec¢io completa do

tumor.

Estagio II. Pacientes tratados com enucleacdo, com tumor residual.

Estagio I11. Extensio regional:
a. Doenga na orbita.

b. Extensado para linfonodos pré-auriculares e cervicais.

Estagio IV Doenca Metastatica

a. Metéstases hematogénicas (sem envolvimento do SNC)

1. Lesdo unica

2. Lesdes multiplas

b. Extensdo para o SNC (com ou sem metastases hematogénicas ou extensao
regional)

1. Lesdo pré-quiasmatica

2. Massa no SNC

3. Tumor nas leptomeninges e em LCR.



Anexo S - Dados clinicos, epidemiolédgicos, histopatoldgicos e imunistoquimicos

1- RGH:

2- Numero do AP:

3- Sexo: 1( )masc 2( )fem

4- Cor: 1( )branco 2( )nfobranco 9( )ignorado

5- Data de nascimento: _ /  /

6- Data de admissdao:  /  /

7- Tempo de encaminhamento: meses

8- Procedéncia: 1( )SP 2( )MS 3( )YMG 4( )GO 5( )BA 6( )CE 7( YMA 8( )

PA 9( )MT 10( )PR 11( )SC 12( )RS 13( ) AM 14( )AC 15( )PI 16( )
PE 17( )RN 18( )RO 19( )RR 20( )AP 21( )ALl 22( )SE 23( )RJ 24( )
TO 25 ( )DF 26( )ES 27( )PB

9- Historia familiar: 0( )ndo 1( )sim 9( ) ignorado

10- Lateralidade: 1( ) unilateral 2( ) bilateral

11- Localizagdo: 1( ) intraocular 2( ) extraocular
12- Estadiamento: 1( )1 2( )II 3( )II 4(C )IV 5( )V
13- Primeiros sinais OD: 1( ) brilho 2( ) estrabismo 3( ) vermelhidao

4( ) aumento do globo 5( ) diminui¢éo da visdo
6( )FOrotina 7( )outros 9( )ignorado
14- Estadiamento OD: 1( )T 2( )II 3( )III 4( )IV 5C )V 6( )nenhum
7( ) phthisis bulbi 9( ) ignorado
15- Localizagdo OD: 1( )IO 2( )EO 8( )ndo aplicavel 9( ) ignorado
16- Fatores de risco OD: 0( )ndo 1( )sim
17- Estadiamento OE: 1( )I 2( )II 3( )III 4( )IV 5( )V 6( )nenhum
7( ) phthisis bulbi 9( ) ignorado
18- Localizagdo OE: 1( )IO 2( )EO 8( )ndo aplicavel 9( ) ignorado
19- Fatores de risco OE: 0( )ndo 1( )sim
20- Data de inicioQT: _ / /

21- Protocolo extra: 0( )ndo 1( )sim
22- Protocolo medulo: O( )ndo 1( )sim
23- Numero de ciclos:

24- Radioterapia externa OD: 0( )ndo 1( )sim
25- Radioterapia externa OE: O( )ndo 1( )sim
26- Data da radioterapia:  /  /

27- Recidiva: O( )ndo 1( )sim 9( )ignorado



28- Data de recidiva: _ / /|
29- Local da recidiva: 1( ) Orbita direita 2( ) Orbita esquerda 3( )LCR 4( )MO
50 )1+3 6( )1+4 7( )2+3 8( )2+4
9( )outras 99( ) ignorado
30- Segundo tumor: 0( )ndo 1( )sim 9( )ignorado
31- Data do segundo tumor: _ /  /
32- Local do segundo tumor: 1( ) primario com RT 2( ) primario sem RT 3( )ndo 1°
8( ) ndoseaplica 9( ) ignorado
33- Histologia do 2° tumor: 1( ) osteossarcoma 2( ) sarcoma partes moles
3( )LLA 4( )LMA 5( )outro 8( )ndoaplica 9( )ignorado
34- Data da ultima informagdo:  / /
35- Status: 1( ) vivo sem doenga 2( ) vivo com doenga 3( ) morte pelo tumor

4( ) morte sem tumor 5 () morte por segundo tumor 9( ) perda de seguimento

Imunoistoquimica:

Contagem de células marcadas pela caspase-3 clivada

36- indice apoptotico: %

Microscopia Optica.

37-p53:0( )negativo 1( )positivo 9 ( ) ndo avalidvel

38-Bcl-2: 0 ( ) negativo 1( ) positivo 9 ( ) ndo avaliavel

39-Bax: 0 ( )negativo 1( )positivo 9 ( )ndo avaliavel

40- Bak: : 0 () negativo 1( )positivo 9 ( )ndo avaliavel

41- Bel-x.: 0 ( )negativo 1( )positivo 9( )ndo avalidvel

42- Bimpong: 0 (- ) negativo 1 ( ) positivo 9 () ndo avaliavel

43- MDM2: 0 ( )negativo 1( )positivo 9( )ndo avaliavel

44- PUMA: 0 () negativo 1( )positivo 9 ( )ndo avaliavel

45- Smac/DIABLO: 0 () negativo 1 ( ) positivo 9 ( ) ndo avaliavel
46- APAF-1: 0 ( )negativo 1( )positivo 9 ( )ndo avaliavel

47 — Pr6-caspase-3: 0 () negativo 1 ( ) positivo 9 ( ) ndo avaliavel
49- Caspase-3 clivada: : 0 () negativo 1 ( ) positivo 9 ( ) ndo avaliavel

Avaliagdo pelo ACIS III®

50- APAF-1:  intensidade % de area corada.
51-Bcl-2: ~ intensidade % de area corada.
52-Bax:  intensidade % de area corada.
53-Bak:  intensidade % de area corada.
54-Bcel-x:  intensidade % de area corada.
55- Bimjong: _ intensidade % de area corada.

56- Caspase-3 clivada: intensidade % de area corada.



57- Pro-caspase-3 clivada:  intensidade % de area corada.
57-PUMA: intensidade % de éarea corada.

58- Smac/DIABLO:  intensidade % de area corada.

56- Caspase-3 clivada:  intensidade % de nucleos corados.
59-p53:  intensidade % de nucleos corados

60- MDM2: intensidade % de ntcleos corados



Anexo 6 - Protocolo de Imunoistoquimica

13.

14.

15.

16.

O bloco de TMA ¢ cortado no micr6tomo rotativo na espessura de 5 pm.
Coloca-se o tape contra o bloco de TMA e corta-se.

O tape com o material é colado na lamina apropriada e com a pressdo manual
de um rolo o tape ¢ fixado na ldmina. A lamina com o tape softre a irradiacao
com UV por 30 min, sendo em seguida mergulhada em solugdo solvente
(TPC) e seca a temperatura ambiente

Os tapes sdo retirados apos a secagem.

As laminas sofrem banho de parafina, estando prontas para o armazenamento
em freezer.

Desparafinizacdo das laminas deixadas por 24 horas em estufa 60°C:

Xilol a 60°C por 20 minutos

Xilol a temperatura ambiente por 20 minutos

Etanol 100% 30segundos

Etanol 85% 30 segundos

Etanol 70% 30 segundos

Lavar as laminas em agua corrente e destilada.

Ferver a solugdo tampao citrato 10 mM pH 6.0 em panela de pressao
(Pascal® ou Eterna®, Nigro) destampada, mergulhar as laminas e lacrar a
panela com a valvula de seguranca aberta.

Ap6s a saida do vapor saturado, abaixar a valvula de seguranga e aguardar a
pressurizagao total. Contar 4 minutos apds esse sinal.

Deixar a panela fechada sob dgua corrente por 10 minutos. Destampar a
panela com as laminas e deixar por mais 10 minutos a temperatura ambiente.
Lavar as laminas em 4gua corrente e destilada

Proceder ao bloqueio da peroxidase endégena com H,O, 3%, (agua
oxigenada 10 vol) com 4 trocas de 5 minutos cada. Lavar em agua corrente ¢
destilada

Lavar com solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate buffered

saline) 10mM pH 7.4 por 5 minutos.



17.

18.
19.

20.
21.
22.

23.

24.
25.

Incubar as laminas com o anticorpo primdrio diluido em titulo pré-
estabelecido conforme a tabela 2 em tampao PBS contendo albumina bovina
(BSA) 1% (Sigma, A9647, EUA) e azida sodica (NaN3) 0,1%, por 18 horas a
4°C em camara umida.

Lavar em tampao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

Incubar por 30 min a 37°C com Post Primary Block (NovoLink Max Polymer
RE7260-k, Reino Unido). Lavar com tampao PBS com 3 trocas de 3 min
cada.

Incubar com o NovoLink Polymer por 30 min a 37° C

Lavar em tampao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

Incubar as laminas em solugdo substrato: 60 mg% de 3,3’ Diaminobenzidine
Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-5637, EUA); 1 mL de
Dimetilsulféxido (DMSO); 1 mL de H,O, 6% (4gua oxigenada 20 vol); 100
mL de PBS; por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz.

Observar ao microscopio, nas laminas controles, o desenvolvimento de
precipitado acastanhado, como produto final da reagao.

Lavar em agua corrente ¢ agua destilada por 3 minutos.

Contracorar com Hematoxilina de Harris por 1 minuto.

Lavar bem em 4gua corrente e destilada

26.

27.

28.

Imergir 2 vezes em agua amoniacal (solu¢do de hidréxido de amoénio 0,5%),
lavando em seguida em agua corrente e destilada.

Desidratar as laminas em:

Etanol 80%, 30 segundos

Etanol 95%, 30 segundos

Etanol 100% 2 vezes, 30 segundos cada

Xilol 4 vezes, 30 segundos cada

Montagem das laminas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Alemanha).



