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RESUMO

Kanomata F. Estudo quantitativo na expressdo de FAS ligante pos
inducdo de estresse oxidativo em mucosa gastrica co m administracdo de
azoximetano, em ratos . Campo Grande, MS; 2011. [Dissertacdo — Programa de
Pés-Graduagcdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Objetivo: Estudar quantitativamente a expressao da proteina ativadora de
apoptose FAS ligante (FAS-L) na mucosa gastrica de ratos submetidos a exposicéo
ao Azoximetano (AOM). Métodos: Ratos Wistar (n=56) divididos em 2 grupos: G1,
controle (n=28), e G2, AOM (n=28), recebendo inje¢cdes subcutaneas de solugéo
salina (1 mL/Kg) ou AOM (5 mg/Kg), respectivamente, na 32 e 42 semanas do
experimento. Eutandsia semanal e coleta de material 3 horas apés a administracédo
de AOM, subdividindo cada grupo em 4 subgrupos:E1l (n=7), E2 (n=7), E3 (n=7) e
E4 (n= 7). Quantificacdo da expressdo de FAS-L pela imuno-histoquimica, com uso
de processamento de imagem assistida por computador na quantificacdo da
expressdo do biomarcador FAS ligante com o programa Adobe Photoshop®. Analise
estatistica da mediana de expresséo de FAS ligante com método de Mann Wittman,
evidenciando aumento significante na porcentagem da area de expressao FAS-L no
grupo G2 (G1= 20,56 x G2= 27,66 e p<0.05) e diminuigcdo na mediana da densidade
Optica no grupo G2 conseqliente a maior intensidade de cor do cromdgeno FAS-L
(G1= 151,69 x 140,31 e p<0.01). Conclui-se que o AOM, indutor de estresse
oxidativo, aumenta significativamente a expressdo de FAS-L em mucosa gastrica
apos administracdo subcutanea, em ratos.

Palavras-chave: FAS ligante, azoximetano, estdbmago, carcinogénese,
estresse oxidativo.



ABSTRACT

Kanomata F. Quantitative study of FAS ligand expres  sion on gastric
mucosa of rats submited to oxidative stress by Azo xymethane. Campo Grande,
MS; 2011. |[Dissertation - Programa de Poés-Graduacdo em Saude e
Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul].

This experimental study quantified FAS ligand (FAS-L) expression on gastric
mucosa of rats submited to Azoxymethane (AOM). Methods: Wistar rats (n=56)
distributed in 2 groups: G1 (n=28) and G2 (n=28), submited to placebo (saline
solution, 1 mL/Kg) or AOM (5 mg/Kg), respectively, in 3nd and 4th weeks.
Euthanasia and gastrectomy 3 hours after injections, weekly, obteining four
subgroups from each group: E1 (n=7), E2 (n7), E3 (n=7), E4 (n=7).
Imunohistochemistry, digital capture and computer assisted quantitative processing
with Adobe Photoshop™. Statistical analysis by Mann Wittman method, with
significative increasing of FAS ligand expression percentage area in G2 (G1= 20,56 x
G2= 27,66 and p<0.05) and decreasing gray scale optical density meaning increase
of positive color (G1= 151,69 x 140,31 e p<0.01), however not significative diference
in subgroups E2 e E4 positive area percentage (G1E2= 26,02 x G2E2= 27,40 and
p=0,28; G1E4= 26,77 x G2E4= 26,77 and p= 0,33) and gray scale (G1E2= 142,03 x
G2E2= 141,45 and p= 0,33; G1lE4= 149,65 x G2E4= 141,02 and p=0,09).
Conclusion: oxidative stress by AOM subcutaneous injection increases FAS-L
expression in gastric mucosa, in rats.

Key-Words: FAS ligand, azoxymethano, carcinogenesis, stomach, oxidative
stress.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Formula estrutural do Azoximetano. ----------------—--

Figura 2 . Distribuicdo da amostra ~ —-mmememmemeeee-

Figura 3. Delineamento de administragdo de

drogas e eutanasia no experimento = —memmemmmmeeeee-

Figura 4: A) peca cirargica a fresco; B) peca -------------------

cirirgica ap6s abertura e lavagem e; C) 1 —
Dermatétomo circular de 5 mm utilizado para
retirada do fragmento; 3 — Peca cirurgica fixada

em formol a 10%.

Figura 5. Fotomicrografia de lamina corada por -------------------

imunoistoquimica.

Figura 6. Software Adobe Photoshop™ com -------------------

imagem original da foto capturada no

microscopio.

Figura 7. Software Adobe Photoshop™ com -------------------

imagem editada apos selecdo e delecdo de

artefatos, visibilizando somente area de estudo

Figura 8. Selecdo da area total de andlise e -------------------

demarcacao. Em circulo vermelho e sublinhado,
0 parametro “Pixels”, relativo a afericdo da area

selecionada.

Figura 9. Selecéo de area na coloragdo marrom  -------------------

(FAS ligante positiva).

Figura 10. Utilizacdo do recurso “Semelhante”  -------------------

da ferramenta de selecao “Varinha Magica” para

expandir selecdo a toda &rea marrom.

Figura 11. Ampliacdo da area de selecdo para -------------------

toda a area marrom.

Figura 12. Area em coloragio mMarrom COM  ----------=---=mmm

delecdo da area sem expressao de FAS ligante.



Figura 13. Area sem expressdo de FAS ligante — ----------m--mmemmmmmmmmemmeee 30
na coloracdo azul apés delecédo da area em cor

marrom.

Figura 14. Utilizacdo do recurso “Imagem”, -------------mmmmmmmmmmmmmmooeeoe 31
“Modo”, “Tons de Cinza”, realizando converséo

para tons de cinza.

Figura 15. Selecdo da éarea FAS ligante ----------mmmmmmmmmmmmm e 31
positiva, aferindo a densidade Optica média e

mediana na escala de escurecimento (O/preto a

250/branco).

Figura 16. Imagens representativas do

processamento das imagens para afericdo da -------------------mmmmmommmmeeoe 32
area e densidade, em grupos e subgrupos.

Figura 17. Quadro exemplificando imagens ----------------m-mmcmmmmmmmmeeee 32
editadas e histograma aferindo as variaveis:

Area Total, Area FAS ligante e Densidade.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Resultados da leitura das laminas por — ------------=--mmmmmmmmmmm e 34
grupos e subgrupos
Tabela 2: Teste de Mann-Whitney comparando = ------============mmmmmmmmmmmameae 34

porcentagem de Area FAS ligante positiva.

Tabela 3. Densidade oOptica da Area FAS  ----------memmmmmeeoeeeeeeeoe 34
ligante.
Tabela 4. Medianas da Area FAS ligante € -----------mmmmmmmmmmmmmmeeeeeee 35

Densidade distribuidos por grupos e sub-

grupos.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AOM Azoximetano

DCC Deleted in Colorectal Cancer
El Eutanasia 1 em semana 3
E2 Eutanasia 2 em semana 4
E3 Eutanasia 3 em semana 5
E4 Eutanasia 4 em semana 6
EPM Escola Paulista de Medicina
FAS Proteina Fas

FAS-L Ligante da proteina Fas

FAS ligante Ligante da proteina Fas

Gl Grupo controle

G2 Grupo experimento
SF 0,9% Solucéo salina a 0,9%
TGF Tumor Growth Factor
TNF Tumor Necrosis Factor

UFMS Universidade Federal de Mato Grosso do Sul



mg
mL
mg/mL
mg/Kg
pm

BMP

LISTA DE SIMBOLOS

miligrama

mililitro

miligrama por mililitro
miligrama por quilo
micrometro

Bitmap



SUMARIO

I 210 1 Y TS — 14
2. REVISAO DE LITERATURA---mmmmmmmmeeem s 16
0] = 0 1Y 21
3.1 Geral-mmmmmm e o s 21
3.2 ESPECIfiCO--mmmmmmmmm e oo oo 21
4. METOD O S mmm e 22
4.1 APIOVAGAD---=-=mmmmmmm o oo o o e e e 22
4.2 AMOSH A== mm o m o s 22
4.3 Distribuicdo dos Grupos et 22
4.4 Drogas USAUaS-------=-====mmmmm oo oo e e 23
4.4.1 AZOXIMELAN0O---========= === m e oo o e e 23
4.4.2 SOIUGAO Salin@-----=-===mm e oo e 23
4.5 Coleta de material------============ = m s 24
4.6 Preparo de blocos e laminas----------====-=mmmmm oo 25
4.7 IMUNO-NiStOQUIMIC@A----=--=== === e 25
4.8 Captura de iIMagenS-------=-=m-mm e e 25
4.9 Quantificagdo da imuno-histoquimica----------=-=-======mmmmmmmmmemmmmee 26
4.10 Armazenamento dos resultadoS---------==-=======mmmmmmmm oo 33
4.11 Estudo estatiStiCO----=-=======m=mmmm e 33

T = 1] 7 1 1 — 34



6. DISCUSSAO--------==mmmmmmmmmmmmm oo 36

7. CONCLUSAO-------===mm oo oo 38
8. REFERENCIAS------nnnn oo 39
9. APENDICE S------nnnnnnm oo 43

] (@ 61



14

1. INTRODUCAO

A apoptose € o mecanismo responsavel pela remocdo fisiologica das células
intrinsecamente programada. E caracterizada por alteragdes morfolégicas distintas
no nucleo e no citoplasma, clivagem da cromatina em locais regularmente
espacados e clivagem endonucleoliica do DNA genbmico em sitios
internucleossdmicos. Este modo de morte celular serve como um equilibrio para a
mitose no controle do tamanho dos tecidos animais e mediacdo nNos processos
associados com o crescimento tumoral (BIREME, 2011).

Microscopia eletronica e, mais recentemente, estudos moleculares vém
elucidando mecanismos de ativacdo, regulacdo e contra-regulacdo da apoptose,
identificando proteinas de superficie celular que funcionam como receptores para
agentes capazes de induzir morte celular (BREDESEN et al, 2004).

A morte celular programada é via comum a multiplas patologias. O estresse
oxidativo causado por radicais livres vem sendo implicado na génese de varias
doencas, seja por alteragcbes na homeostase do meio externo, como por erros
intrinsecos do metabolismo celular, organico e sistémico (BREDESEN et al, 2004).

O mecanismo regulador da apoptose é complexo, com multiplas vias de
ativacdo. Tais vias ndo séo estaticas ou unicas, principalmente quando elementos
como dose dependéncia, farmacocinética e farmacodinamica encontram mudltiplas
variaveis em diferentes tecidos (BREDESEN et al, 2004).

O resultado final do estresse oxidativo ndo se manifesta uniformemente em
todos os tecidos, mesmo quando o agente € administrado sistemicamente, devido a
peculiaridades celulares, bem como fenébmenos sistémicos e farmacolégicos (GOLD
et al, 2011).

Os efeitos morfolégicos do estresse oxidativo tecidual vao desde faléncia
funcional até carcinogénese. Existindo variacdes de resposta decorrentes de
peculiaridades da relagcdo entre agente oxidativo e tecido alvo, mesmo com
administragao sistémica em estudos controlados (KOBAEK-LARSEN et al, 2004,
STRASSER et al, 2009).

Formatado conforme Zarate P, Andrade SMO, Aydos RD. Diretrizes para elaboracdo de
Teses e Dissertacdes. Programa de Pés Graduagdo em Saulde e Desenvolvimento na Regido Centro-
Oeste. 22 Ed. UFMS, 2011. De acordo com a NBR 14724 (ABNT, 2005).
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A proteina FAS ligante é um ativador de apoptose que pode ser quantificado
por imuno-histoquimica. O estudo da expressédo da proteina FAS ligante em modelo
experimental de estresse oxidativo na mucosa gastrica ndo é encontrado na
literatura atual, muito embora variacées na expressao do complexo FAS/FAS ligante
estejam relacionadas a particularidades fenotipicas do cancer gastrico humano.
Determinar o comportamento de FAS ligante frente ao estresse oxidativo é
importante na compreensdo da via de ativacdo de apoptose na mucosa gastrica,
vinculando a alta importancia de agentes exdgenos na etiologia de tumores

gastricos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A glicoproteina FAS ligante, isolada em 1994 (SUDA; NAGATA, 1994),
apresenta atividade indutora de apoptose em células portadoras da Apolipoproteina
FAS em sua membrana celular, iniciando uma série de eventos que culminardo em
apoptose (BREDESEN et al, 2004).

Apoptose é um tipo de morte celular com morfologia relativamente uniforme,
muito embora ocorra em diferentes situacfes, desde resposta a injUria, renovacao
tecidual fisiolégica ou frente a mutagbes celulares. O termo “morte celular
programada” foi pela primeira vez sugerido por Lockshin em 1964, a partir da
observacdo da morte regular de células de insetos. Em 1972, o termo apoptose (do
grego, apo= fora e ptosis= cair), foi utilizado pela primeira vez para descrever o
processo por Kerr (BREDESEN, 2004).

A ativacao ocorre por multiplas vias. FAS é um receptor de superficie celular
que ao interagir com FAS ligante em condi¢cdes normais exerce efeito pro apoptatico.
FAS ligante faz parte da familia de citoquinas TNF (fator de necrose tumoral),
exercendo efeitos anti-tumorais, assim como regulando auto-imunidade. Varios
achados, no entanto, mostram que a sinalizacdo FAS-FAS ligante, em situacdes
especificas, esta implicada em ativacao celular, diferenciacéo e proliferacdo em via
contraria a apoptose, favorecendo privilégios imunolégicos a tumores. Estudos
experimentais tém sido utilizados para desvendar tais eventos, demonstrando alta
complexidade no mecanismo envolvido (STRASSER et al, 2009).

Estudo in vitro com células de adenocarcinoma gastrico humano submetidas
ou ndo ao FAS ligante comparadas a células de mucosa gastrica normal também
submetidas ao FAS ligante, observou que células de adenocarcinoma proliferam em
resposta ao FAS ligante, sugerindo via inibidora da apoptose mediada por receptor
FAS nessas células, ja que tal resposta anormal foi diretamente proporcional a
expressao do antigeno FAS na superficie de membrana (LI et al, 2008).

O Azoximetano (AOM) é um azocomposto, isolado da Cycasina a partir da
observacdo de carcinogénese obtida quando introduzido na dieta de ratos, potente
causador de estresse oxidativo (MATSUMOTO; HIGA, 1966). Apresenta em sua
férmula estrutural (C2N2H60) uma ligacéo instavel, tendo um grande efeito oxidativo
tecidual (GOLD et al, 2011).
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Figura 1. Férmula estrutural do Azoximetano.

A administragéo sistémica de Azoximetano demonstrou causar alteracdes nas
proteinas sinalizadoras de apoptose, aumentando a expressao de FAS ligante em
mucosa do coOlon de ratos submetidos a experimento de carcinogénese de curta
duracdo (MARKS et al, 2008; BUSSUAN et al, 2010) . Foi identificada alteracédo na
metilacdo do DNA como provavel mecanismo causador de tumores induzidos pelo
Azoximetano em célon de ratos, muito embora essa alteracdo ndo encontre
correlagdo em modelos humanos (BORINSTEIN et al, 2010).

Durante estudo experimental em 47 ratos submetidos ao azoximetano
administrado sistemicamente, visando desenvolvimento de metastases de tumor
colénico, foram descritos efeitos colaterais com até 52 semanas de exposicao,
observando-se desenvolvimentos de tumores no célon em 46 ratos, 13 no duodeno,
12 nos rins, 2 jejunais e um hepatico, demonstrando a seletividade do azoximetano
para a mucosa colonica (KOBAEK-LARSEN et al, 2004).

Estudo experimental em 169 ratos utilizando azoximetano e radioterapia
durante 26 semanas, obteve carcinogénese gastrica em 4 de 29 animais submetidos
a essa associacao, enquanto que nos grupos submetidos somente a um agente esta
nao ocorreu. Os autores associam o efeito carcinogénico do azoximetano no
estbmago de ratos a metaplasia intestinal causada pela radiacdo, ja que em sua
experiéncia prévia, mucosa coldnica enxertada no estbmago também apresentou
carcinogénese pelo azoximetano (KASHIWABARA et al, 2005).

Estudo experimental in vitro utilizando cultura de tecido de mucosa gastrica de
ratos, demonstrou que a exposicdo ao H. pilory, TGF e Interleucina Beta
aumentaram a expressao de FAS, mas somente a inclusdo de FAS ligante ao meio

culminou em apoptose. Quando tratadas com mondcitos, foi obtida apoptose rapida
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e macica. Quando submetidas somente ao FAS ligante foi observado resposta
oposta, com aumento de células em Fase S, sugerindo resposta proliferativa
(HOUGHTON et al, 2000).

Estudo de pecas anatdbmicas de cancer gastrico detectou variagcbes na
expressdo de FAS ligante inversamente proporcionais ao grau histolégico e volume
do tumor (ZHAO et al, 2005). Outro estudo de pecas anatdmicas de cancer gastrico
evidenciou expressao imuno-histoquimica aumentada de FAS ligante em linfonodos
metastaticos, com ativacdo da apoptose, sendo sugerido pelos autores que a
necrose resultante favorece a disseminacéo tumoral (LI et al, 2010). Em mucosa
géastrica de ratos submetidos a infeccdo pelo Helicobacter pilory foi descrita uma
anormalidade do mecanismo de apoptose via FAS ligante favorecendo o surgimento
de linfomas gastricos (BERGMAN et al, 2010).

O sistema imune tem a capacidade de identificar e destruir tumores iniciais.
Em humanos tém sido identificados aspectos especificos em portadores de cancer
ou sindromes predisponentes. Em animais, principalmente ratos, tém sido
desenvolvidos modelos com animais suscetiveis por deficiéncias induzidas ou
perpetuadas em linhagens especificas, bem como com experimentacdo com
exposicao a fatores de risco. Defeitos da imunidade em modelos animais deixam
evidente que falhas especificas, ddo origem a determinados tipos de tumores em
orgaos alvos muito bem determinados, destacando a estreita relacdo entres
imunidade e carcinogénese como vias antagbnicas (SWANN et al, 2007).

Alteracbes na regulagéo da via sinalizadora de apoptose tém sido implicadas
na carcinogénese em modelos tedricos, baseados em evidéncias. DCC (Deleted in
Colorectal Cancer) é um receptor de superficie de membrana, que se encontra
diminuido em varios tipos de tumores, marcadamente colorretais. Durante a
embriogénese exerce efeitos na migragao celular da crista neural, na presenca de
um ligante Netrin-1 (proteina responsavel pela orientacdo da migracdo da crista
neural na embriogénese) exerce efeito anti- apoptético, na auséncia € capaz de
iniciar apoptose. Tal interacdo ocorre também entre receptores hormonais, como o
androgénico e testosterona, por exemplo (BREDESEN et al, 2004).

Modelos envolvendo receptores dependentes tém sido propostos para
elucidar estas vias. Defeitos detectados tém papel importante na construcdo de tais
modelos. A apoptose tem uma regulacdo dinamica, envolvendo multiplas vias de

inibicdo e iniciacdo, exercendo efeito antagdnico a carcinogénese. Além disso,
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evidencias apontam para variagdo na agressividade tumoral, tanto invasora como
metastatica, dependentes de falha na apoptose (BREDESEN et al, 2004).

O complexo FAS-FAS ligante exibe diferentes efeitos sobre a mucosa gastrica
em duas doencas distintas associadas a infeccdo pelo Helicobacter pylori. Na
gastrite auto-imune a infeccéo crbnica leva a ativacdo da apoptose com destruicao e
atrofia da mucosa. Em contrapartida, no Linfoma MALT uma anormalidade na
resposta da apoptose, leva a  proliferacdo de células B, sugerindo uma
desrregulacao por exaustdo induzida pelo Helicobacter pylori (BERGMAN et al,
2010).

FAS ligante foi detectado em 30 adenocarcinomas gastricos humanos em
estudo de pecas anatdomicas em parafina (n=30), através de imuno-histoquimica,
nao sendo encontradas diferencas expressivas quanto ao grau do tumor e
estadiamento, com reacdo positiva em mais de 70% da é&rea tumoral estudada
(BENNET et al, 1998).

Estudo de 64 casos de cancer gastrico encontrou expressao da proteina FAS
maior em areas de tecido normal que em areas tumorais (85,0% x 25,0%,
respectivamente, p< 0,001) e o inverso em relacdo a FAS ligante (30,0% x 81,3%,
respectivamente, p< 0,001). Diferenca também foi encontrada quando estudados
presenca ou ndo de metastase linfonodal: a expressdo de FAS foi maior na
presenca de metdstase que na auséncia (82,9% x 56,5%, respectivamente, p=
0,003) e a expresséo de FAS ligante foi menor na presenca de metastases que na
auséncia, mas sem significancia estatistica (56,1% x 69,65, respectivamente, p=
0,593). Tais resultados associam a expressao de FAS ligante em areas tumorais e
metastaticas a valores diferentes do encontrado em areas normais. Uma das
explicacbes aventadas pelos autores do estudo é o privilégio imunoldgico para o
tumor que escapa ao ataque de linfécitos T indutores de apoptose (LI et al, 2010).

Estudo comparativo entre pacientes diagnosticados com cancer gastrico
através de endoscopia (n=59) e pacientes com endoscopia normal (n= 62) encontrou
diferenca estatistica entre os niveis séricos de FAS/FAS ligante detectados pelo
meétodo ELISA. O nivel sérico de FAS foi maior em portadores de cancer gastrico
gue no grupo controle (305,97+63,71 pg/ml x 92,98%4,95 pg/ml, p<0,001) enquanto o
nivel sérico de FAS ligante foi menor em pacientes com cancer gastrico comparado

ao grupo controle (0,138+0,04 x 0,150+0,2,p<0,001), com os autores sugerindo tais
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dosagens como marcadores para diagnostico precoce de cancer gastrico
(BOROUMAND-NOUGHAB et al, 2010).

Estudo comparando dosagem seérica pelo método ELISA de FAS/FAS ligante
em portadores de cancer colorretal irressecavel (n= 47) com grupo controle saudavel
(n=31), encontrou niveis maiores em portadores de cancer do que no controle
(8,79£1,39 x 5,53+1,13, respectivamente, p<0,01), mas ndo foi encontrada
importancia estatistica em relacdo a resposta a tratamento quimioterapico, proposta
original do estudo (LIANG et al, 2010).

Estudo de carcinogénese gastrica experimental em ratos (n=169),
distribuidos em 6 grupos submetidos a exposicdo de radiacdo isolada (n=32), ou
radiacdo + 2-amino-1metil-6-fenilimidazol piridina (n= 25), ou radiacdo+azoximetano
(n=29), ou 2-amino-1metil-6-fenilimidazol piridina isolado (n= 25) , ou azoximetano
isolado (n= 28) e grupo controle 9 (n= 30), encontrou indugdo de metaplasia
intestinal nos ratos submetidos a radioterapia i solada ou associada (84-95%) maior
gue nos ratos que nao receberam radioterapia (11 — 33%) e carcinogénese somente
guando associados dois agentes. O autor associa a carcinogénese gastrica a dados
prévios mostrando suscetibilidade de metaplasia intestinal aos carcinégenos
sistémicos (KASHIWABARA et al, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Estudar a apoptose em mucosa gastrica exposta a estresse oxidativo, em

ratos.

3.2. Especifico
Estudar expressdo imuno-histoquimica de FAS ligante na mucosa gastrica

exposta a estresse oxidativo pela administracdo de azoximetano, em ratos.
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4. METODOS

4.1. Aprovacao
O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, UFMS. Protocolo 68/2004.

4.2. Amostra

Foram utilizados ratos (n= 56) Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos,
com 08 semanas de idade, peso médio 150+20 gramas, linhagem EPM-1 originarios
do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, UFMS.

O experimento foi realizado no Laboratorio de Carcinogénese Experimental
do Biotério Central da UFMS. Os animais foram submetidos a 14 dias prévios de
adaptacdo em caixas padrao para 5 animais, feitas de polipropileno e tampa
metélica galvanizada. O ambiente climatizado com temperatura a 22+3° C,
iluminacéao artificial com ciclos claro/escuro de 12 horas e umidade do ar de 56+13%.
Foram alimentados com racdo Nuvilab® CR1 (Nuvital Alimentos e Produtos

Veterinarios Ltda® - Curitiba — PR — Brasil) e 4gua filtrada a vontade.

4.3. Distribuicdo dos grupos

Os animais foram distribuidos por sorteio em 2 grupos (n=28). Grupo 1
(controle, n=28) animais que receberam placebo; e Grupo 2 (AOM, n=28), com
administracdo de azoximetano. Tatuagem na cauda, numerados de 1 a 28. Na
terceira, quarta, quinta e sexta semanas do experimento foi realizada a eutanasia
para coleta de material de 7 animais sorteados de cada grupo, caracterizando-se 4
sub-grupos assim nominados: E1= eutanasia 1, em semana 3; E2= eutanasia 2, em

semana 4; E3= eutanasia 3 em semana 5 e; E4= eutanasia 4 em semana 6.
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G1 controle
n=28

G1E1 eutanasia 1l

semana 3

n=7

G1E3 eutanasia 3

=ERER
n=7

G1E4 eutanasia 4

semana 6

n=7

G2 Azoximetano
n=28

G2E1 eutanasia 1

semana 3

n=7

G2E3 eutanasia 3
semana 5

n=7

G2E4 eutanasia 4

semana 6
n=7

Figura 2. Distribuicdo da amostra.

4.4. Drogas usadas

4.4.1. Azoximetano (AOM)

Substancia carcinogénica, formulacdo C2H6N20O (Laboratério Sigma®,
produto A9517, lote 70K0847).

Uma quantidade de 100mg (0,1mL) da droga foi diluida em 49,9mL de
solucdo salina de cloreto de sddio 0,9% resultando na concentracdo de 2 mg/mL.
Para cada animal do Grupo 2 foi administrada uma dose de 5 mg/Kg, via

subcutanea, no inicio das semanas 3 e 4.

4.4.2. Solucao salina
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Solucao salina de Cloreto de Sodio 0,9% (Laboratorio Fresenius-Kabi®). Uma
dose de 1 ml/Kg foi administrada por via subcutdnea nos animais do Grupo 1 no

inicio das semanas 3 e 4.
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EUTANASIA 2 =
P n n=7
5 EUTANASIA3 | h=/ EUTANASIA 3 |
n=7
. : _ =
6 EUTANASIA 4 EUTANASIA 4

Figura 3. Delineamento de grupos, administracdo de drogas e eutanasias no experimento.

4.5. Coleta de Material

Execucdo de eutanasia em 7 animais sorteados de cada grupoem 3,4, 5e 6
semanas do experimento, com injecao intraperitoneal de 150mg/Kg de pentobarbital
sédico induzindo parada cardiorrespiratéria. Nas semanas 3 e 4 a eutanasia foi
executada 3 horas ap6s administracdo de AOM.

Animais posicionados em decubito dorsal horizontal, submetidos a
laparotomia mediana xifo-pabica com bisturi, identificado o estébmago e
resseccionado do esofago distal e duodeno proximal.

A peca cirurgica, delimitado pelo esbéfago distal e duodeno proximal, contendo
todo o estbmago, foi aberta pela grande curvatura, lavada com solug¢do salina até
retirada de todo residuo intra-gastrico, afixada com alfinetes metélicos em molde de
isopor, imersa em solugdao tamponada de formol a 10% em volume dez vezes
superior ao volume da peca, em recipientes individuais etiquetados, identificados e

submetidos a processamento histo-técnico até o dia seguinte.
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4.6. Preparo de blocos e laminas

Resseccionamento de fragmento circular de mucosa géstrica em ponto médio
distante entre céardia e piloro.

O fragmento tecidual obtido recebeu tratamento rotineiro com preparacao
histologica com desidratacéo progressiva em alcool, inclusdo em blocos de parafina,
corte sagital em microtomo, espessura de 2um e afixacdo em lamina de vidro

silanizada tipo Super Frost Dako®.

Figura 4: A) peca cirargica a fresco; B) peca cirargica apds abertura e lavagem; C) 1- Dermatétomo
circular de 5 mm utilizado para retirada do fragmento; 2- Fragmento retirado da peca cirlrgica para

processamento; 3-Peca cirdrgica fixada em formol a 10%.

4.7. Imuno-histoquimica

O processamento imuno-histoquimico (técnica avidin-biotin complex, ABC) foi
executado no Laboratorio Screenlab® e realizado com a utilizacdo de anticorpo
primério anti-FAS ligante (epitopo terminagdo-N20, SantaCruz®, produto SC834,
lote E2804, diluicdo 1:100). Utilizagdo de anticorpo secundario Dako LSAB®,
produto K609, lote 15068; revelador de cor DAB (diaminobenzidina), Dako® (produto
K3468, lote 01317, diluicdo 1:10); com obtencéo da expressao de biomarcador anti-

FAS ligante na coloracdo marrom.

4.8. Captura de Imagens

Utilizou-se microscopio optico marca Nikon, modelo Eclipse E 200, acoplado a
camera fotografica digital marca Nikon® modelo Coolpix 950. As imagens foram
capturadas em aumento de 400 vezes (10 vezes na ocular e 40 vezes na 6ptica),
tendo como limite inferior de enquadramento a serosa da parede gastrica. Obtencgéo

de 7 fotos de cada lamina, aleatoriamente. Cada foto foi arquivada em formato
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Bitmap (BMP) nomeada de acordo com o grupo (G1 ou G2), nimero da lamina (L1 a

L28) e numero da imagem adquirida (1 a 7).
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Figura 5. Fotomicrografia de lamina corada por imuno-histoquimica.

4.9. Quantificacdo da imuno-histoquimica

Utilizou-se processamento de imagem assistido por computador com software
Photoshop CS3®, da Adobe System Incorporated, utilizando ferramentas de selegéao
e leitores de densidade optica (LEHR et al. 1997).

As imagens abertas na area de trabalho do programa e, utilizando
ferramentas de selecdo e delecdo, foram deletados os contornos do campo de
microscopia e outros artefatos, obtendo a afericdo da area de interesse para estudo
em unidades pixel.

A ferramenta de selecdo automatica por semelhanca de cor foi utilizada para
selecionar somente as areas na cor marrom, correspondente a expressao de FAS
ligante. As éareas FAS ligante positivas isoladas foram aferidas em pixels, e
posteriormente convertidas para cor cinza e sua densidade 6ptica aferida em escala
de cinza que vai de zero (cor preta) a 250 (cor branca). Foram obtidos trés valores
quantitativos: total da area estudada, area FAS ligante positiva (ambas em pixels) e
densidade Optica da area FAS ligante positiva (escala de 0 a 250) (LEHR;
MANKOFF et al, 1997; LEHR; VAN DER LOOS et al, 1999; MATKOWSKYJ et al,
2000; PHAM et al, 2007; DE MATQOS, 2006).
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O processamento de imagem assistida foi realizado em cada micrografia, as
etapas de interesse foram armazenadas, capturando a imagem da tela do

computador utilizando a tecla “Print Screen” e gravadas, identificadas de A a D.
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Figura 6. Software Adobe Photoshop™ com imagem.
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Figura 7. Software Adobe Photoshop™ com imagem editada apds delecéo de artefatos, preservando

area de andlise.
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Figura 8. Selecdo da é&rea total de analise e demarcagdo. Em circulo vermelho e sublinhado, o

parametro “Pixels”, relativo a aferi¢do da area selecionada.
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Figura 9. Selecdo da expressédo na coloracdo marrom (FAS ligante positiva).
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Figura 10. Utilizagdo do recurso “Semelhante” da ferramenta de selecdo “Varinha Magica” para
expandir sele¢cdo a toda area marrom.
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Figura 11. Ampliacdo da area de selecédo para toda a area de coloragdo marrom (expressao FAS
ligante).
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Figura 12. Area de colorag&o marrom com delecdo da area sem expressdo FAS ligante.
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Figura 13. Area sem express&o de FAS ligante na coloragéo azul, ap6s delecéo da area na coloragéo
marrom.
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Figura 14. Utilizagdo do recurso “Imagem”, “Modo”, “Tons de Cinza”, realizando conversao para tons

de cinza
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Figura 15. Selecdo da area FAS ligante positiva, aferindo a densidade 6ptica média e mediana na
escala de escurecimento (O/preto a 250/branco).
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Area total Area FAS Densidade Area total Area FAS Densidade
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Figura 16. Imagens representando o processamento das imagens para afericdo da area e densidade,

em grupos e subgrupos.
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Figura 17. Quadro exemplificando imagens editadas e histograma aferindo as variaveis: Area Total,

Area FAS ligante e Densidade.

4.10. Armazenamento dos resultados
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Os valores aferidos para cada imagem foram catalogados em planilha do
programa Excel do Microsoft Office 2007®, registrando as varidveis em cada coluna
da planilha: 1) Identificacdo do grupo (G1 ou G2), da lamina (L1 a L28) e numero da
foto da micrografia (1 a 7), p. ex.: G1L4 6 (grupo 1, lamina 4, foto 6); 2) Area total em
estudo, em pixels; 3) Area FAS ligante positiva, em pixels; 4) Percentual de area
FAS ligante positiva em relagcdo a area total; Densidade Optica media em escala de
escurecimento; e densidade 6ptica mediana em escala de escurecimento.

Execucdo de 7 afericbes em cada imagem, registrando a média de

porcentagens e densidade 6ptica das areas FAS ligante positivas.

4.11. Estudo Estatistico

Andlise comparativa na expressdo de FAS ligante com uso das variaveis
porcentagem e densidade Optica da area FAS ligante positiva entre os grupos G1 e
G2 e demais subgrupos (G1E1, G1E2, G1E3, G1E4, G2E1, G2E2, G2E3 e G2E4).
Teste de Mann-Whitney, com a mediana das variaveis porcentagem e densidade
Optica da &rea FAS ligane, utilizado em comparacdes, considerando-se resultado

significativo quando p<0,05 com intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS

Foram aferidos valores para as variaveis Area FAS ligante e Densidade

Optica de FAS ligante, conforme quadro abaixo. (Tabela 1, pagina 34)

Tabela 1. Expressédo de FAS ligante em area e densidade 6ptica em grupos e sub-grupos.

G1 G2
Area FAS + Densidade Area FAS + Densidade
Subgrupos (%) (0 a 250) (%) (0 a 250)
El 18,73 156,81 25,15 127,73
E2 26,02 142,03 26,40 141,45
E3 4,82 155,23 12,75 142,89
E4 26,77 149,65 34,09 141,02

Area FAS += éarea percentual em coloracdo marrom; Densidade= valor numérico em escala de
escurecimento da cor cinza apos conversao da coloragdo para escala de cinza de 0 (preto) a 250

(branco).

Ocorreu aumento da mediana das porcentagens de area de expressdao FAS
ligante positiva do Grupo 2 em comparacdo ao Grupo 1 (G1l= 20,56% x G2=
27,66%) estatisticamente significante (p= 0,0195), Teste de Mann-Witney. (Tabela 2,
pagina 34)

Tabela 2: Expressao de FAS ligante em area percentual.

Grupo 1 (n=28) Grupo 2 (n= 28) *p (<0,05)

Mediana 20,56 27,66 *0,0195

Teste de Mann-Whitney.

A mediana da densidade Optica da expressdao FAS ligante do Grupo 2
comparada ao Grupo 1 foi maior (G1= 151 x G2= 140,31) estatisticamente

significante (teste de Mann-Whitney, p= 0,0010) (Tabela 3, pagina 34).

Tabela 3. Densidade optica da Area FAS ligante.

Grupo 1 (n=28) Grupo 2 (n=28) *p (<0,05)

Mediana 151.69 140.31 *0,0010

Teste de Mann-Whitney.
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Evidencia-se aumento significativo da mediana da porcentagem da area
expressdo FAS ligante positiva nos subgrupos E1 e E3 de G2 em relacdo aos
subgrupos E1 e E3 de G1 (G1E1= 18,73% x G2E1= 25,15% e p=0,0175; G1E3=
4,82% x G2E1=12,75% e p=0,0238), Nos subgrupos E2 e E4 ndo houve diferenca
significativa (G1E2=26,02% x G2E2= 27,4% e p= 0,2826; G1E4= 26,77% x G2E4=
34,09% e p= 0,3274), Teste de Mann-Witney. (Tabela 4, pagina 36)

As medianas da densidade optica da expressao FAS ligante dos subgrupos
E1l e E3 foram significativamente maiores em G1 em comparacdo a G2 (G1lEl=
156,81 x G2E1= 127,73, p=0,0009; G1E3=155,23 x G2E3=142,89, p= 0,01690). Em
E2 e E4 ndo houve diferenca significativa (G1E2= 142,03 x G2E2= 141,45 e p=
0,3274; G1E4= 149,64 x G2E4= 141,02 e p=0.0899). (Tabela 4, pagina 35)

Foram encontradas diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) em E1
e E3, para ambas varidaveis e relacionadas a aumento da Area FAS ligante
percentual e escurecimento da coloragdo marrom, representado por diminuicdo do

valor numérico em escala de cinza. (Tabela 4, pagina 35)

Tabela 4. Expressédo de FAS ligante em area e densidade 6ptica em grupos e sub-grupos.

Grupos G1 (n=28) G2 (n=28)

Subgrupos Mediana DP  Mediana DP *p (<0,05)

El(n=7) Area (%) 18,73 9,51 25,15 6,20 *0,0175
Densidade 156,81 5,07 127,73 12,08  *0,0009

E2(n=7) Area (%) 26,02 13,53 26,40 15,73 0,2826
Densidade 142,03 14,82 14145 1581  0,3274

E3(n=7) Area (%) 4,82 8,42 12,75 11,19 *0,0238
Densidade 155,23 6,89 142,89 11,11 *0,0169

E4(n=7) Area (%) 26,77 11,95 34,09 8,10 0,3274
Densidade 149,65 18,32 141,02 4,68 0,0899

Teste de Mann-Witney.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente experimento séo estatisticamente
significantes, com amostra em conformidade para as variaveis porcentagem e
densidade da area FAS ligante positiva, demonstrando aumento da expressao deste
biomarcador no Grupo estudo, utilizando o teste de Mann-Whitney.

A captura e processamento de imagem assistido por computador permitiu
estudo quantitativo da expressdo imuno-histoquimica resultando em precisdo na
andlise estatistica, evitando limitacdes pertinentes a estudo qualitativo envolvendo
subjetividade na interpretacdo de coloragdo, e a conversdo permite estabelecer
valores numéricos para analise estatistica. (LEHR; MANKOFF et al, 1997; LEHR;
VAN DER LOOS et al, 1999; MATKOWSKYJ et al, 2000; PHAM et al, 2007; DE
MATOS, 2006).

O estresse oxidativo do azoximetano demonstrou ser capaz de aumentar a
expressao de FAS ligante na mucosa gastrica no presente estudo. Estudo celular
prévio in vitro ja demonstrou a necessidade da presenca de FAS ligante para iniciar
apoptose em mucosa gastrica de ratos (HOUGHTON et al, 2000). Estudo anterior
demonstrou relacdo entre diferentes fenotipos de cancer gastrico e expressao de
FAS e FAS ligante, expressao aumentada em tecido tumoral comparado ao normal e
dosagem de FAS ligante sérico aumentado em pacientes portadores de cancer
gastrico, confirmando a atividade de FAS ligante em mecanismos regulatérios da
apoptose na mucosa gastrica justificando utilizagdo como biomarcador (ZHAO et al,
2005; LI et al, 2010; BERGMAN et al, 2010). Carcinogénese gastrica em ratos
também foi obtida com azoximetano em estudos experimentais somente quando
associada a radioterapia (KASHIWABARA et al, 2005), enquanto que estudo
experimental de longa duracdo com azoximetano ndo demonstrou formacdo de
tumores no estomago em ratos (KOBAEK-LARSEN et al, 2004).

O aumento da mediana da porcentagem da area FAS LIGANTE positiva e
diminuicdo da mediana significantes em G2, é resultados condizente com aumento
da expressdo de FAS ligante, uma vez que a diminuicdo da densidade aferida pelo
software Photoshop € inversamente proporcional a intensidade da coloracdo marrom
(expresséo de FAS ligante), por convencéo da escala numérica utilizada, onde a cor

branca assume valor 250 e a cor preta zero.
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O aumento da expressdo de FAS ligante ndo ocorreu uniformemente
avaliando-se os subgrupos. O aumento significativo no grupo estudo em E1 e E3
nao teve a mesma associacdo temporal com as administracbes da primeira e
segunda dose de AOM.

O conhecimento recente sobre a expressao de FAS ligante em modelos de
estresse oxidativo ndo elucida totalmente os mecanismo de regulacdo e ativagao de
apoptose. Informacgbes existentes sdo baseadas em estudos in vitro, modelos
tedricos a partir de informacbes pontuais, impossibilitando a determinacdo do
significado objetivo do aumento da expressdo de FAS ligante em modelo de

estresse oxidativo pelo azoximetano em ratos encontrado no presente experimento.
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7. CONCLUSAO

A expressdao de FAS ligante aumentou em mucosa gastrica com
administracdo de azoximetano.

Evidenciado aumento da expressdo de FAS ligante na semana 3, 3 horas
apos primeira adminstracdo de AOM, e na semana 5.
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9. APENDICES

Os resultado obtidos com a leitura das laminas foram armazenados em

planilha do software Microsof Excel® (Figura 1, pagina 43).
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Figura 1. Imagem ilustrativa da area de trabalho do programa Microsoft Excel® e tabulagdo de

registros.

A mediana da porcentagem de &rea FAS ligante positiva foi maior no Grupo 2
em comparacdo ao Grupo 1 (G2=27,66 x G1=20,56), com significancia estatistica,
p= 0,0195 e intervalo de confianca de 95% (Figura 2, pagina 46).
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Mediana e Quartis da area FAS-L positiva (%)

40

Controle (n=28) AOM (n=28)

Figura 2: Mediana e quartis da Area FAS- ligante positiva. Teste de Mann-Whitney.

Os valores do primeiro quartil e terceiro quartil do Grupo 2 foram maiores que
em G1 (G2=20,46 x G1=6,99; G2=34,22 x G1=27,11, respectivamente). O desvio
interquartilico foi maior em G1 que em G2 (20,12 x 13,76, respectivamente). A média
aritmética de G2 foi maior que G1 (26,28 x 19,21). O desvio padrdo de G1 foi maior
mas préximo ao de G2 (G1=12,98 x G2= 11,35). O coeficiente de variacdo de G1 foi
maior que G2, ambos maiores que 20% (G1= 67,59 x G2=43,20). (Tabela 1, pagina
46)

Tabela 1: Area FAS ligante positiva distribuida por grupos.

Grupo 1 (n=28) Grupo 2 (n=28)
Primeiro Quartil (25%) 6,99 20,46
Terceiro Quatrtil (75%) 27,11 34,22
Desvio Interquartilico 20,12 13,76
Média Aritmética 19,21 26,28
Desvio Padrao 12,98 11,35

Coeficiente de Variacdo ) 67,59 43,20




45

As medianas das porcentagens de Area FAS ligante positivas foram maiores
em subgrupos G2 comparadas com G1 em E1 e E3 (G2E1=25,15 x G1E1=18,73;
G2E3= 12,75 x G1E3= 4,82; ambas com p<0.05) e ndo apresentaram diferenca em
subgrupos E2 e E4 (G1E2= 26,02 x G2E2= 27,40; G1E4= 26,77 x G2E4= 34,09).
(Tabela 2, pagina 45 e Figura 3, pagina 45)

Mediana e Quartis da Area FAS-L positiva (% . " N e
Eutanasia 1 P o) Mediana e Quartis da Area FAS-L positiva (%).
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50 50
404 404
304 20l
20
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0
Controle E2 (n=7) AOM E2 (n=7) 0 | |
Controle E4 (n=7) AOM E4 (n-7)

Figura 3. Medianas e Quartis da Area FAS ligante positiva por grupo e subgrupos. A= Eutanasia 1; B=

Eutanasia 2; C= Eutanasia 3; D= Eutanasia 4.

Tabela 2. Medianas da porcentagem de area expressdo FAS LIGANTE por Grupos e subgrupos.

Teste de Mann Whitney.

El
E2
E3
E4

Mediana

G1 G2 p
18,73 25,15 0,0175
26,02 27,40 0,2826
4,82 12,75 0,0238
26,77 34,09 0,3274
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A mediana da Densidade Optica de G2 foi menor que G2 (G2= 140,31 x G1=
151,69), significando coloragdo marrom mais intensa em escala de cinza em G2,

com significancia estatistica. Figura 4, pagina 46)

Escala de Cinza

0 (eto) a 250 Mrancs) Densidade Optica Mediana da Area

FaslL positiva

200
180

160 - T

140

120 J~

a

|

Controlefn=28] A0M fn=28)

o0

Figura 4. Gréfico tipo Boxplot da densidade 6ptica mediana da Area FAS LIGANTE positiva. Teste de
Mann Witney.

A média da Densidade optica de G2 foi menor que G1 (G2= 137,87 X
G1=148,35), significando coloracdo marrom mais intensa em escala de cinza em G2,

estatisticamente significante. (Tabela 3, pagina 46 e Figura 5, pagina 47)

Tabela 3. Teste t ndo emparelhado para densidade Optica.

Grupo 1 (n=28) Grupo 2 (n=28) p (unilateral)
Média 148,35 137,87 0,0024
Variancia 179,57 177,37
Coeficiente de 9,03 9,66

Variacéo (%)

Graus de liberdade= 54,00, t= 2,93.
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Figura 5. Densidade Optica média dos grupos. Teste T para variaveis independentes.
O primeiro quartil da densidade 6ptica foi maior em G1 que em G2 (145,06 e
129,38, respectivamente), assim como o terceiro quartil (157,08 e 145,69,
respectivamente). Os desvios-padrdes foram: G1=13,4 e G2= 1,82. Os coeficientes

de variacdo foram: G1= 9,03 e G2=9,66. (Tabela 4, pagina 47)

Tabela 4. Dados estatisticos descritivos da densidade 6ptica.

Grupo 1 (n=28) Grupo 2 (n=28)
Primeiro Quatrtil 145,06 129,38
Terceiro Quatrtil 157,08 145,69
Desvio Padrao 13,40 13,82
Coeficiente de Variagdo 9,03 9,66

(%)
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As medianas das Densidades Opticas foram maiores em subgrupos G1
comparadas com G2 em E1 e E3 (G1E1=156,81 x G2E1=127,73; G1E3= 155,23 x
G2E3=142,89; ambas com p<0.05) e ndo apresentaram diferenca em subgrupos E2
e E4 (G1E2= 142,03 x G2E2= 141,45; G1E4= 149,65 x G2E4= 141,02). (Tabela 5,
pagina 48 e Figura 6, pagina 48)

Tabela 5. Medianas densidades Opticas dos grupos e subgrupos. Teste de Mann-whitney.

Gl G2 P
El 156,81 127,73 0,0009
E2 142,03 141,45 0,3274
E3 155,23 142,89 0,01690
E4 149,65 141,02 0,0899
A B
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Figura 6. Dados estatisticos e graficos da mediana e quartis distribuidos por grupos e subgrupos

correspondentes. A= Eutanasia 1; B=Eutanasia 2; C=Eutanasia 3; C= Eutanasia 4.
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Foi realizada afericdo da &rea total em pixels (area total de interesse para
estudo, correspondente a mucosa em micrografia de um campo de aumento 400x
tendo como limite inferior a serosa), Area FAS ligante em pixels (area de coloracéo
marrom isolada com utilizacdo do Software Adobe Photoshop®, correspondente a
area FAS ligante positiva), Area FAS ligante em porcentagem (relacdo percentual
entre Area FAS ligante em pixels e Area Total em pixels), Densidade 6ptica media
(média dos valores em escala 0 a 250, correspondente a Area FAS ligante positiva
convertida para coloracéo tons de Cinza) e Densidade Optica Mediana (mediana dos
valores em escala 0 a 250, correspondente a Area FAS LIGANTE positiva convertida
para coloracao tons de Cinza).

Figura 7. Quadro de resultados da expressao de FAS ligante.

Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
GlL11 264409 3110 1,18 141,42 100,06
G1lL1 2 251039 8492 3,38 141,91 116,92
G1L13 277927 9346 3,36 135,4 80,62
GlL1 4 273822 9467 3,46 144,96 91,3
G1L15 272110 15262 5,61 145,65 123,66
GlL16 270134 48084 17,80 199,08 124,14
GlL17 307200 20315 6,61 147,04 124,86
GlL21 307200 104564 34,04 159,82 135,76
GlL2 2 282583 34779 12,31 155,61 133,59
G1lL2 3 307200 51093 16,63 181,64 128,51
GlL2 4 276709 69806 25,23 150,23 136,69
GlL25 260817 100471 38,52 175,29 130,66
GlL2 6 266082 5432 2,04 154,44 113,58
GlL27 269648 6414 2,38 157,04 130,71
GlL31 263758 9341 3,54 146,75 113,28
G1lL3 2 263807 12964 4,91 154,89 109,57
G1L33 263761 12814 4,86 158,17 112,99
G1lL3 4 263739 2794 1,06 140,69 114,75
G1L3 6 263155 4597 1,75 154,01 97,92
G1L37 256515 4498 1,75 156,13 123,75
GlL41 263831 21427 8,12 173,32 121,96
G1L35 263874 3840 1,45 161,73 127,91
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
GlL4 2 263821 65436 24,80 147,34 140,24
G1lL4 3 263765 14651 5,55 151,74 129,92
GlL4 4 263871 94620 35,86 159,91 139,56
GlL45 263729 22044 8,36 154,21 123,43
GlL4 6 263733 15537 5,89 155,98 132,78
GlL4 7 263876 20153 7,64 155,2 106,23
GlL51 234900 167345 71,24 148,49 128,46
GlL52 220734 83663 37,90 159,44 157,39
G1L53 263352 79259 30,10 156,47 110,82
GlL54 293632 9074 3,09 148,89 119
G1L55 267279 14434 5,40 140,62 133,28
G1lL56 263415 5797 2,20 143,75 129,2
GlL57 267277 125609 47,00 153,29 111,9
GlL61 258065 131180 50,83 161,65 136,98
G1L6 2 270314 84948 31,43 166,99 136,59
G1lL6 3 262610 58563 22,30 166,92 116,88
GlL6 4 265002 36641 13,83 163,35 128,28
GlL6 5 256475 26454 10,31 140,33 126,47
G1lL6 6 252751 65228 25,81 173,1 135,28
GlL6 7 265613 39690 14,94 165,89 130,37
GlL71 263721 20970 7,95 157,3 153,36
GlL7 2 260913 106919 40,98 154,99 142,52
G1L7 3 270154 71374 26,42 163,53 144,97
GlL7 4 272307 87552 32,15 165,13 156,03
G1L7 5 272351 20975 7,70 146,22 139,53
GlL7 6 273580 26196 9,58 155,42 155,85
GlL7 7 273542 87840 32,11 164,93 130,83
GlL8 2 278741 81446 29,22 159,87 136,52
G1L8 3 278008 105579 37,98 161,6 130
GlL8 4 224004 58858 26,28 158,68 153,02
G1L85 243635 107378 44,07 147,6 131,11
G1L8 6 261503 32078 12,27 128,04 153,35
G1lL87 222700 58767 26,39 158,67 147,75
G191 277771 39979 14,39 142,12 163,61
G1L9 2 282786 5842 2,07 134,51 140,6
GlL81 270623 147749 54,60 148,45 138,37
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
G1L93 282832 2090 0,74 124,61 154,48
GlL914 282956 22089 7,81 158,82 180,69
G1L95 277677 4772 1,72 138,46 177,62
G1lL96 282781 1212 0,43 160,41 164,55
GlL97 294993 5284 1,79 135,25 137,61
GlL101 294368 46741 15,88 163,62 154,01
G1lL102 294108 42963 14,61 165,32 145,74
G1L103 295057 5521 1,87 153,79 132,82
G1lL104 295003 55305 18,75 169,86 151,3
G1L105 293142 5852 2,00 133,01 137,4
G1L106 280971 7343 2,61 138,97 168,47
G1L107 286106 10521 3,68 153,57 134,82
GlL111 272451 110996 40,74 123,56 107,72
G1lL11 2 283366 94329 33,29 117,98 119,89
G1L11 3 260242 67834 26,07 124,32 128,35
GlL11 4 268923 95525 35,52 123,42 145,9
G1L115 287001 117396 40,90 118,04 133,63
G1lL116 283006 115887 40,95 120,54 115,63
G1lL117 273456 109761 40,14 117,74 118,94
GlL121 280697 86381 30,77 137,01 125,04
G1lL12 2 281512 103619 36,81 131,93 110,3
G1L12 3 278043 85809 30,86 123,87 118,03
G1L125 260943 99395 38,09 131,49 121,16
G1lL126 284223 120710 42,47 130,29 117,91
G1lL127 284155 106292 37,41 125,76 135,09
G1lL131 287778 55865 19,41 132,16 126,66
G1L132 265249 32503 12,25 118,38 122,66
G1L133 282435 64743 22,92 134,84 155,61
G1L134 283612 80142 28,26 126,73 115,27
G1L135 282493 83963 29,72 126,7 107,38
G1L136 281063 36874 13,12 131,4 124,25
G1L137 283594 160094 56,45 155,26 116,53
GlL141 283093 14397 5,09 169,13 147,6
G1lL14 2 263933 118836 45,03 160,18 161,19
G1L14 3 282671 14273 5,05 164,13 129,98
G1lL12 4 281272 79674 28,33 107,55 105,42
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
GlL14 4 278980 19322 6,93 160,25 156,67
G1L145 287134 72985 25,42 135,4 169,61
G1lL14 6 285175 1054 0,37 158,31 148,28
G1lL14 7 282305 15742 5,58 169,25 150,41
G1lL151 279293 26873 9,62 145,99 143,86
G1lL152 282907 4774 1,69 145,75 155,33
G1L153 282439 37634 13,32 168,13 138,92
G1lL154 287558 112346 39,07 152,55 172,82
G1L155 287667 205656 71,49 167,23 149,24
G1lL156 282337 14644 5,19 129,74 140,59
G1L157 283026 17731 6,26 128,28 131,16
G1lL161 283923 29265 10,31 169,9 150,86
G1L16 2 280267 11082 3,95 160,98 158,08
G1L16 3 279768 9617 3,44 163,8 175,48
G1lL16 4 278146 121588 43,71 167,83 170,81
G1L165 267461 171698 64,20 164,17 135,87
G1L16 6 243432 23447 9,63 156,06 151,32
G1lL167 267502 15914 5,95 145,98 187,38
G1lL171 285393 2991 1,05 150,47 169,73
G1lL17 2 281304 2076 0,74 146,63 158,32
G1L17 3 277637 10237 3,69 170,04 144,7
G1lL17 4 285981 4998 1,75 154,47 146,88
G1L175 281422 1536 0,55 155,02 181,85
G1L17 6 288074 7531 2,61 163,25 164,46
G1lL177 288150 2991 1,04 150,47 171,63
GilL181 288189 1223 0,42 128,89 145,85
G1lL182 262233 601 0,23 135,54 145,6
G1L18 3 270118 3521 1,30 148,62 138,05
G1lL184 286984 5462 1,90 169,25 143,33
G1L185 287681 7193 2,50 186,02 147,73
G1L18 6 287646 6464 2,25 184,43 147,21
G1L18 7 288741 12001 4,16 152,52 132,43
G1lL191 283453 10310 3,64 143,12 142,97
G1L19 2 287754 17267 6,00 160,37 149,13
G1L19 3 276391 10205 3,69 147,02 137,19
G1lL194 287024 5324 1,85 147,26 134,85
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
G1L195 287271 8110 2,82 168,19 131,67
G1L196 288388 6156 2,13 156,98 141,95
G1L197 287555 8219 2,86 163,67 151,22
G1lL201 287842 23800 8,27 127,84 104,55
G1L202 288289 14990 5,20 148 110,93
G1L20 3 287775 14641 5,09 131,1 136,05
G1L20 4 286646 29195 10,19 142,47 155,67
G1L205 280937 30768 10,95 167,01 152,32
G1L206 287320 7725 2,69 1427 114,99
G1L207 287396 25923 9,02 138,36 158,49
GlL211 287093 4182 1,46 132,04 159,2
G1lL21 2 288206 26008 9,02 159 133,7
G1L21 3 288280 9397 3,26 157,98 132,02
G1lL21 4 284041 16686 5,87 149,4 137,46
G1L215 287210 1716 0,60 139,72 130,61
G1lL216 287673 14390 5,00 139,6 149,45
G1lL217 282448 24046 8,51 143,69 134,71
GlL221 288313 30862 10,70 115,85 153,45
G1lL22 2 288331 29819 10,34 117,24 137,36
G1L22 3 288882 84041 29,09 138,92 137,16
GlL22 4 298812 95745 32,04 137,42 141,83
G1lL225 288815 104602 36,22 134,65 147,4
G1lL22 6 289982 89437 30,84 138,07 131,22
G1lL22 7 286497 103140 36,00 134,56 138,7
G1lL231 289152 123649 42,76 160,61 148,99
G1lL232 289622 116138 40,10 150,21 139,86
G1L23 3 289571 104907 36,23 143,09 142,01
G1lL23 4 273363 86224 31,54 147,28 148,25
G1L235 288803 125668 43,51 157,33 142,95
G1L236 280807 110583 39,38 145,88 138,48
G1L237 286108 101439 35,45 141,97 151,16
GlL241 286542 7782 2,72 145,78 137,76
G1lL24 2 286374 10110 3,53 161,93 135,88
G1lL24 3 286392 10110 3,53 161,91 130,47
GlL24 4 286452 13766 4,81 161,24 129,68
G1lL245 286497 10169 3,55 168,28 128,67
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
G1lL24 6 286484 60312 21,05 150,07 134,71
G1lL24 7 269125 33820 12,57 171,61 136,08
GlL251 286534 1002 0,35 129,94 135,92
G1lL252 286123 99534 34,79 154,76 143,41
G1L25 3 286436 188384 65,77 159,1 135,69
GlL25 4 285516 193147 67,65 173,34 127,17
G1lL255 277629 2682 0,97 130,84 134,13
G1lL256 286408 16271 5,68 154,33 132,21
G1lL257 286474 5941 2,07 145,23 138,06
G1lL261 286517 105439 36,80 153,95 136,44
G1L26 2 286453 104595 36,51 164,19 147,08
G1L26 3 286372 93370 32,60 153,64 143,46
G1lL26 4 286390 124464 43,46 163,28 145,83
G1L265 286583 136194 47,52 155,6 147,97
G1L26 6 286559 166439 58,08 158,24 145,86
G1L26 7 286516 136922 47,79 145,59 152,1
G1lL27 1 289114 129425 4477 155,99 151,24
G1L27 2 289821 107233 37,00 155,43 142,76
G1L27 3 289377 97440 33,67 151,72 138,53
G1lL27 4 289322 96423 33,33 147,82 143,39
G1L275 289634 113198 39,08 158,54 140,53
G1L27 6 289499 109895 37,96 147.,8 141,93
G1lL277 289260 108017 37,34 143,43 142,39
G1lL281 289327 84430 29,18 93,08 136,19
G1L28 2 289949 121580 41,93 118,61 130,8
G1L28 3 289871 139068 47,98 109,13 138,04
G1lL28 4 289116 50915 17,61 106,22 141,25
G1lL28 4 289427 57536 19,88 116,37 139,94
G1L28 6 289355 44869 15,51 109,76 142,66
G1L28 7 279099 42797 15,33 101,12 138,66
G2L11 285699 68775 24,07 100,06 90
G2L1 2 289136 90788 31,40 116,92 111
G2L13 284795 24109 8,47 80,62 77
G2L14 281086 27293 9,71 91,3 85
G2L15 288708 67008 23,21 123,66 117
G2L16 288391 68567 23,78 124,14 121
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
GaL17 285690 75519 26,43 124,86 119
Ga2L21 282227 134583 47,69 135,76 124
G2L2 2 288785 94399 32,69 133,59 124
G2L2 3 289302 72878 25,19 128,51 128
G2L2 4 289731 86652 29,91 136,69 131
G2L25 289446 58479 20,20 130,66 128
G2L2 6 289831 86228 29,75 113,58 114
Ga2L27 289465 57365 19,82 130,71 129
G2L31 286510 81806 28,55 113,28 109
G2L3 2 268963 55314 20,57 109,57 110
G2L33 283335 55477 19,58 112,99 114
G2L3 4 283358 73578 25,97 114,75 115
G2L35 266804 108998 40,85 127,91 125
G2L3 6 279670 25934 9,27 97,92 96
G2L37 286149 89483 31,27 123,75 116
G2L4 1 278577 52218 18,74 121,96 116
G2L4 2 284953 119563 41,96 140,24 140
G2L4 3 286192 121105 42,32 129,92 130
G2L4 4 286302 96599 33,74 139,56 140
G2L4 5 286307 85075 29,71 123,43 124
G2L4 6 285794 158375 55,42 132,78 134
Ga2L4 7 252233 78804 31,24 106,23 107
G2L51 286401 53948 18,84 128,46 130
G2L5 2 286469 92087 32,15 157,39 160
G2L53 275190 15483 5,63 110,82 110
G2L514 290086 27365 9,43 119 119
G2L55 286215 106340 37,15 133,28 136
G2L56 286613 64663 22,56 129,2 131
G2L57 286617 18131 6,33 1119 114
G2L6 1 286335 189825 66,29 136,98 136
G2L6 2 285804 138735 48,54 136,59 138
G2L6 3 269033 47367 17,61 116,88 118
G2L6 4 263904 29452 11,16 128,28 123
G2L6 6 270795 97644 36,06 135,28 137
G2L6 7 268959 68109 25,32 130,37 123
G2L71 286204 56386 19,70 153,36 153
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
G2L6 5 284669 64885 22,79 126,47 127
G2L7 2 281820 86971 30,86 142,52 144
G2L7 3 282318 58966 20,89 144,97 147
G2L7 4 281991 32268 11,44 156,03 157
G2L75 274900 65065 23,67 139,53 141
G2L7 6 285745 127247 44,53 155,85 157
GaL7 7 288437 61369 21,28 130,83 133
G2L81 286538 90299 31,51 138,37 141
G2L8 2 286464 27445 9,58 136,52 134
G2L8 3 285448 87604 30,69 130 131
G2L8 4 286568 110557 38,58 153,02 152
G2L8 5 282052 58040 20,58 131,11 132
G2L8 6 282870 95430 33,74 153,35 153
G2L8 7 282307 76487 27,09 147,75 148
G291 286417 224376 78,34 163,61 164
G2L9 2 286383 75383 26,32 140,6 142
G2L9 3 286530 21872 7,63 154,48 155
G2L94 286474 10537 3,68 180,69 182
G2L95 286430 8057 2,81 177,62 179
G2L9 6 282042 228096 80,87 164,55 164
G2L9 7 286616 97724 34,10 137,61 138
Gz2L101 286305 5534 1,93 154,01 151
G2L102 286341 1455 0,51 145,74 147
G2L10 3 286300 771 0,27 132,82 133
G2L10 4 286512 20100 7,02 151,3 150
G2L105 286113 1853 0,65 137,4 134
G2L106 286082 5332 1,86 168,47 172
G2L107 286566 832 0,29 134,82 131
Gz2L111 286650 98867 34,49 107,72 108
G2L112 286639 111975 39,06 119,89 119
G2L11 3 272140 118545 43,56 128,35 124
G2L11 4 263737 185211 70,23 145,9 150
G2L115 286556 162363 56,66 133,63 138
G2L116 272602 92708 34,01 115,63 118
G2L117 279142 151113 54,13 118,94 121
G2L121 286372 109586 38,27 125,04 113
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
G2L12 2 286429 98789 34,49 110,3 111
G2L12 3 264300 84782 32,08 118,03 118
G2L12 4 278259 93164 33,48 105,42 106
G2L125 282468 117036 41,43 121,16 122
G2L126 261050 87856 33,65 117,91 119
G2L127 279862 150346 53,72 135,09 137
G2L131 286111 61552 21,51 126,66 128
G2L132 286528 92340 32,23 122,66 123
G2L133 280983 100264 35,68 155,61 146
G2L13 4 286477 89137 31,11 115,27 116
G2L135 286501 66293 23,14 107,38 109
G2L13 6 286417 49296 17,21 124,25 124
G2L137 266177 59913 22,51 116,53 116
G2L14 1 285872 55891 19,55 147,6 149
G2L14 2 285254 67462 23,65 161,19 162
G2L14 3 286554 11446 3,99 129,98 125
G2L14 4 286582 14325 5,00 156,67 162
G2L14 5 286526 35508 12,39 169,61 170
G2L14 6 286480 24143 8,43 148,28 149
G2L14 7 286361 4884 1,71 150,41 151
G2L151 273550 8969 3,28 143,86 141
G2L152 280429 12277 4,38 155,33 158
G2L153 258635 100664 38,92 138,92 141
G2L154 281314 24980 8,88 172,82 170
G2L155 256080 59810 23,36 149,24 144
G2L156 277148 1344 0,48 140,59 135
G2L157 286442 1398 0,49 131,16 127
G2L161 285992 28452 9,95 150,86 149
G2L16 2 284414 1825 0,64 158,08 155
G2L16 3 286419 3729 1,30 175,48 177
G2L16 4 278982 54226 19,44 170,81 169
G2L16 5 269614 10334 3,83 135,87 136
G2L16 6 274479 28942 10,54 151,32 152
G2L16 7 286247 12889 4,50 187,38 186
G2L17 1 286153 81795 28,58 169,73 168
G2L17 2 282388 35478 12,56 158,32 156
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
G2L17 3 286489 11809 4,12 1447 138
G2L17 4 286567 13908 4,85 146,88 142
G2L175 286342 35163 12,28 181,85 179
G2L17 6 286360 22641 7,91 164,46 162
G2L177 286117 24892 8,70 171,63 169
Gz2L181 286434 124879 43,60 145,85 147
G2L18 2 285827 108491 37,96 145,6 147
G2L18 3 286234 95737 33,45 138,05 139
G2L18 4 286410 99354 34,69 143,33 145
G2L18 5 286017 66796 23,35 147,73 149
G2L18 6 286338 59624 20,82 147,21 149
G2L18 7 286615 26236 9,15 132,43 133
G2L191 286614 224568 78,35 142,97 141
G2L19 2 286381 84082 29,36 149,13 149
G2L19 3 281694 87810 31,17 137,19 137
G2L19 4 285624 42988 15,05 134,85 135
G2L195 286175 50207 17,54 131,67 132
G2L19 6 284813 105924 37,19 141,95 143
G2L197 286201 116445 40,69 151,22 153
G2L201 285584 57177 20,02 104,55 105
G2L20 2 286496 22602 7,89 110,93 109
G2L20 3 285746 31767 11,12 136,05 137
G2L20 4 286536 68099 23,77 155,67 158
G2L205 286500 28882 10,08 152,32 155
G2L20 6 286370 5027 1,76 114,99 116
G2L207 286417 41904 14,63 158,49 161
G2L211 285949 72233 25,26 159,2 161
G2L21 2 286288 38703 13,52 133,7 134
G2L21 3 285259 54562 19,13 132,02 133
G2L21 4 278253 120863 43,44 137,46 140
G2L215 286200 58852 20,56 130,61 131
G2L21 6 286479 117699 41,08 149,45 151
G2L217 286620 93231 32,53 134,71 135
G2L22 1 286015 115197 40,28 153,45 154
G2L22 2 286640 88849 31,00 137,36 137
G2L22 3 285633 108597 38,02 137,16 137
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)
G2L22 4 286471 93454 32,62 141,83 142
G2L225 286300 132547 46,30 147.,4 148
G2L22 6 279191 105560 37,81 131,22 131
G2L227 285063 82203 28,84 138,7 139
G2L231 286550 95462 33,31 148,99 149
G2L23 2 286641 93793 32,72 139,86 141
G2L23 3 278332 85840 30,84 142,01 142
G2L23 4 286369 72408 25,28 148,25 149
G2L235 271572 73439 27,04 142,95 143
G2L23 6 286111 52113 18,21 138,48 138
G2L237 286125 91559 32,00 151,16 151
G2L24 1 286558 58645 20,47 137,76 138
G2L24 2 286566 65475 22,85 135,88 137
G2L24 3 286322 52683 18,40 130,47 132
G2L24 4 286235 77338 27,02 129,68 130
G2L24 5 286646 45428 15,85 128,67 129
G2L24 6 286456 75646 26,41 134,71 135
G2L24 7 272404 43543 15,98 136,08 137
G2L251 271323 69927 25,77 135,92 136
G2L25 2 285135 68895 24,16 143,41 144
G2L25 3 274296 87263 31,81 135,69 136
G2L25 4 284973 110620 38,82 127,17 127
G2L255 284720 132859 46,66 134,13 128
G2L256 286576 120560 42,07 132,21 132
G2L257 286446 84046 29,34 138,06 139
G2L26 1 265461 133032 50,11 136,44 136
G2L26 2 286563 143484 50,07 147,08 147
G2L26 3 286669 106017 36,98 143,46 143
G2L26 4 286652 122068 42,58 145,83 146
G2L26 5 286663 140495 49,01 147,97 148
G2L26 6 286572 122349 42,69 145,86 146
G2L26 7 286537 153126 53,44 152,1 152
G2L27 1 286531 156706 54,69 151,24 152
G2L27 2 286484 77858 27,18 142,76 143
G2L27 3 286364 91823 32,07 138,53 138
G2L27 4 286305 116338 40,63 143,39 143
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Lamina Area Area Area Densidade Densidade
Total FAS LIGANTE | FAS LIGANTE (média) (mediana)
(pixels) (pixels) (%)

G2L275 286490 95080 33,19 140,53 141
G2L27 6 286446 102533 35,79 141,93 142
G2L277 285887 53396 18,68 142,39 142
G2L281 286564 69959 24,41 136,19 136
G2L28 2 286548 71780 25,05 130,8 131
G2L28 3 286629 91077 31,78 138,04 138
G2L28 4 286620 86099 30,04 141,25 141
G2L28 4 286452 70212 24,51 139,94 140
G2L28 6 286668 82330 28,72 142,66 142
G2L28 7 286503 70882 24,74 138,66 138




10. ANEXOS

10.1 APROVACAO ETICA

MINISTERIO DA EDUCACAD
UNIWERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSG DO SUL

CERTISTICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 68/2004 do Mestrando Fabio
Kanomata, sob a Orientagdo do Prof. Celso Massachi Inouye, para uso de
animais em experimentagdo, referente ao projeto de pesquisa "Estudar a
apoptose em mucosa gastrica na carninogénese e com uso de hexafosfato
de inositol, em ratos", esta de acordo com os principios éticos adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), com a legislagdo
vigente e demais disposigdes da ética em investigagio que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO

DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 12 de novembro de 2004.

Campo Grande (MS), 16 de novembro de 2004,

“ \!’{‘\'\K\_~’\]FV_- “?-‘»x\ ~
Dr* Maria Aragjo Teixeira Prof* Joice St«}.‘in

Presidente da CEUA Vice-Presidente da CEUA
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