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RESUMO

A deficiéncia de alfa-1 antitripsina (DAAT) é caracterizada por uma mutagao
no gene SERPINA1 que causa dobramento incorreto de proteinas, resultando em
niveis séricos reduzidos e acumulo anormal de alfa-1 antitripsina nos hepatdcitos,
desencadeando diversas manifestagdes clinicas. Sabe-se que a DAAT progride para
cirrose de padrao biliar através de mecanismos pouco claros. Este estudo teve como
objetivo investigar e descrever marcadores de autofagia em pacientes cirréticos
secundarios a deficiéncia de alfa-1 antitripsina. Analisamos retrospectivamente
dados de 22 pacientes com explantes de figado por DAAT (casos) ou colangite biliar
primaria e atresia biliar (controles), diagnosticados entre 2002 e 2022. Utilizamos
imunohistoquimica para avaliar a expressao de proteinas envolvidas na autofagia
precoce e tardia, além de reguladores epigenéticos da autofagia e da formagao de
autofagossomas. Os dados demograficos e clinicos dos pacientes foram
recuperados dos prontuarios médicos e associados aos marcadores de autofagia.
Observamos uma combinagdo especifica da mutacdo homozigoética alfa-1 ATZ
(PiZZ) e arginina metiltransferase-1 associada ao coativador anormal (CARM-1)
poderia estar associada a progressao da doenga hepatica AATD para cirrose. Houve
diminuicao significativa da expressdo da proteina CARM-1 nos hepatdcitos dos

pacientes com DAAT em comparagdo aos hepatdcitos dos controles (p=0,02). As



proteinas LAMP-2A e HSC70, envolvidas na autofagia mediada por chaperonas
(CMA), ndo mostraram diferengas estatisticamente significativas na depuragdo de

proteinas PiZZ mal dobradas.

Palavras-chave: CARM-1; autofagossomas; cirrose; mutacao;

imunoistoquimica.



ABSTRACT

Alpha-1 antitrypsin deficiency (AATD) is characterized by a mutation in the
SERPINA1 gene which causes protein misfolding, resulting in reduced serum levels
and abnormal accumulation of alpha-1 antitrypsin within hepatocytes, triggering
various clinical manifestations. AATD is known to progress to biliary-pattern cirrhosis
through unclear mechanisms. This study aimed to investigate and describe
autophagy markers in cirrhotic patients secondary to alpha-1 antitrypsin deficiency.
We retrospectively analyzed data from 22 patients with liver explants due to AATD
(cases) or primary biliary cholangitis and biliary atresia (controls), diagnosed between
2002 and 2022, and used immunohistochemistry to evaluate the expression of
proteins involved in early and late autophagy, beyond epigenetic regulators of
autophagy and autophagosome formation. Patient demographics and clinical
information were retrieved from medical records and associated with autophagy
markers. We found that a specific combination of the homozygous alpha-1 ATZ
mutation (PiZZ) and abnormal coactivator-associated arginine methyltransferase-1
(CARM-1) could be associated with progression of AATD liver disease to cirrhosis.
There was a significant decrease in expression of the CARM-1 protein in the
hepatocytes of patients with AATD compared to the hepatocytes of controls (p=0.02).

The LAMP-2A and HSC70 proteins, involved in chaperone-mediated autophagy



(CMA), showed no statistically significant differences in clearance of misfolded PiZZ

proteins.

Keywords: CARM-1; autophagosomes; cirrhosis; mutation, immunohistochemistry.
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1. INTRODUGAO

A Deficiéncia de Alfa-1 Antitripsina (AATD) é caracterizada por uma mutagéo
no gene SERPINA1, que leva a um mal dobramento proteico, resulta em niveis
séricos reduzidos e desencadeia varias manifestagdes clinicas (1). Esta mutagao
proporciona um acumulo de proteinas mal dobradas no reticulo endoplasmatico (RE)
dos hepatdécitos, causando hepatopatia através de um mecanismo téxico de ganho
de funcdo dos hepatdcitos (2), sendo que o gendtipo PiZZ esta associado a uma

apresentacao clinica mais grave (3).

Além do seu papel na degradacédo das proteinas, a autofagia € crucial na
eliminacdo de organelas e proteinas disfuncionais (3). As principais vias de
degradagdo da proteina Alfa-1 Antitripsina (AAT) mal dobrada incluem o
proteassoma, que degrada a maior parte da AAT mal dobrada, e a autofagia, que
degrada os polimeros PiZZ da AAT. A autofagia inclui a macroautofagia, a
microautofagia e a Autofagia Mediada por Chaperonas (CMA). Nesta ultima via, as
proteinas mal dobradas sao conduzidas pelo LAMP-2A com a ajuda de chaperonas

citosolicas, como a HSC70, para a degradagao no interior dos lisossomos (2,4).

A macroautofagia desempenha um papel crucial na degradagéao celular e na
reciclagem de componentes danificados. Proteinas como p62 (SQSTM1) atuam

como adaptadores, facilitando a seletividade na degradagcdo. MAP1LC3 forma



LC3-Il, essencial para a formagdo do autofagossomo, enquanto Beclin-1 é
fundamental para sua nucleagdo. EZH2 pode ser associada a regulagédo autofagica
em neoplasias, e o Coativador Associado com a Arginina Metiltransferase 1
(CARM-1) é uma proteina envolvida em processos epigenéticos e regulagao
transcricional, com estudos que indicam que possa influenciar a atividade autofagica

por meio de suas fung¢des associadas a regulagao genética (5).

Considerando a relacdo complexa entre autofagia e a patogénese da DAAT,
este estudo tem como objetivo aprofundar a compreensao da hepatopatia associada
a essa condi¢ao. Buscamos explorar o papel dos autofagossomos na degradacéao de
proteinas mal dobradas e suas consequéncias na arvore biliar, na qual o intuito é
obter uma visao abrangente da interacao entre a autofagia e a patogénese hepatica
na DAAT através da analise da expressdo de biomarcadores relacionados a

formacgao dos autofagossomos e a via da autofagia.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Patogénese da deficiéncia de alfa 1-antitripsina

A alfa 1-antitripsina (AAT) € uma enzima do grupo das serinas antiproteases.
Sendo assim, ela inibe proteases neutrofilicas, como a elastase neutrofilica,

catepsina G e proteinase (6). E codificada pelo gene SERPINA1, que esta localizado



no brago longo do cromossomo 14 (14q31-32) e é produzida majoritariamente por
hepatdcitos, podendo ainda ter sua produgdo através dos mondcitos, macrofagos

alveolares e células epiteliais (7).

Clinicamente, a deficiéncia de AAT é uma doenca que exibe grande
heterogeneidade, com o gendtipo PiZZ (mais comum) correspondendo a pior
apresentagao clinica (8). Na maioria dos casos, o mal dobramento da proteina
ocasiona a diminui¢do dos niveis séricos com consequente dificuldade de secregao
hepatica - ocorrendo, assim, um acumulo anormal nos hepatdcitos e diminuicdo da

quantidade sérica (9).

Os mecanismos que levam a doengas pulmonar e hepatica pela deficiéncia
de AAT sao diferentes: enquanto, nos pulmdes, a falta de AAT permite que a
elastase neutrofilica funcione sem qualquer mecanismo de oposi¢cao, ocasionado
uma atividade inflamatéria no intersticio pulmonar exacerbada; no figado, ha um
dobramento incorreto e acumulo indevido da enzima no Reticulo Endoplasmatico

Rugoso (RE) dos hepatdcitos (10).

Quando ocorre a mutagdo de ponto no gene SERPINA1 e forma-se o alelo
anormal PiZ, ha mal dobramento e polimerizacdo dentro do RE dos hepatdécitos.

Porém, quando a AAT mutada supera os mecanismo protetores dos hepatdcitos de



fazer o reconhecimento, degradar e exportar as proteinas dobradas de forma eficaz,
leva a uma desregulagdo que desencadeia um processo inflamatorio, podendo

chegar a fibrose, cirrose ou mesmo ao Carcinoma Hepatocelular (Figura 1) (11).

Figura 1: a correlagado da fisiopatologia da deficiéncia de AAT na doenca hepatica
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Fonte: adaptado de Narayan & Mistry (2020).

Dessa forma, deficiéncia de AAT é um disturbio reconhecido por sua
associagdo com doengca pulmonar grave e cirrose hepatica, afetando

aproximadamente 10% a 15% dos casos (12). Apenas 8 -10% dos individuos



homozigotos PiZZ, desenvolvem doenga hepatica grave durante as primeiras quatro
décadas de vida (13). Tal observagdo sugere a existéncia de outros fatores ou

modificadores de doenga que ainda ndo foram compreendidos ou identificados (14).

2.2 Alteracbes genéticas da deficiéncia de alfa 1-antitripsina

A deficiéncia de AAT é uma desordem genética com heranga autossémica
codominante (15) em que ha a expressao de mais de 100 alelos com implicagoes
clinicas diversas. A variante M corresponde aos alelos mutados que possuem niveis

séricos de AAT normais e exibe manifestagdes clinicas ainda desconhecidas (16).

Assim, com base nos niveis séricos de AAT e funcdo molecular, as variantes
sdo classificadas em quatro grupos: a variante normal é a PiM; enquanto as
variantes que exibem doencgas associadas sao a PiS; PiZ, Alelo Nulo e Genes
disfuncionais. Além disso, o alelo deficiente mais comumente encontrado em

deficiéncia de AAT é o alelo Z, com cerca de 95% dos casos no Brasil (7) (Figura 2).



Figura 2: exemplos de alelos mais frequentemente relacionados a deficiéncia de

AAT, mutagdes envolvidas e implicagdes clinicas

Alelos Tipos de mutacao

Doenca(s) associadas

Variantes normais

M (varios subtipos) Substituigdo (1 par de bases)
Variantes deficientes
S Substituigdo (1 par de bases)
7% Substituicdo (1 par de bases)
Muaiton Delegao (3 pares de bases)

Siiyama Substituicdo (1 par de bases)

Alelos nulos

QO (subtipos) Delegdo ou Substituicdo
Alelos disfuncionais
Pittsburgh Substituigdo (1 par de bases)
z* Substituicdo (1 par de bases)

Nenhuma

Pulmonar
Pulmonar, Hepética

Pulmonar, Hepatica
Pulmonar, Hepética

Pulmonar, eventualmente Hepatica

Diatese Hemorragica

Pulmonar, Hepatica

*0 alelo Z é deficiente e também disfuncional

Fonte: adaptado de Camelier (2008).

2.3 Autofagia e autofagossomos

A autofagia é um processo celular catabdlico dinamico, no qual organelas e

macronutrientes sao degradados por autofagossomos, que se fundem com

lisossomos para manter a homeostase celular (17). Esse mecanismo desempenha

um papel crucial na neutralizagdo de danos causados por eventos estressantes,



como lesbes em organelas, defeitos no dobramento proteico e alteragbes na

disponibilidade de nutrientes e/ou oxigénio (18).

A autofagia compreende cinco estagios. A iniciagdo ocorre com a ativagao do
complexo quinases 1 do tipo Unc-51 (ULK1); a nucleagao se desencadeia quando o
complexo ULK1 é ativado pelo complexo PI3K classe lll, que inclui a Beclina-1; a
formagao do autofagossomo envolve a conjugacao dos complexos ATG5-ATG12 e
ATG16, seguida pela ligacdo de LC3-I com Fosfatidiletanolamina (PE) para formar
LC3l e LC3-ll; o autofagossomo entdo se funde ao lisossomo, formando o

autolisossomo e completando o ultimo estagio da degradagao (19).

Figura 3: os estagios da autofagia
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A autofagia pode influenciar a ocorréncia da senescéncia celular (parada
irreversivel do ciclo celular), na medida em que a capacidade das células de realizar
a autofagia diminui com a idade (20). Ou seja, quando a autofagia n&do funciona
corretamente, os materiais danificados se acumulam e podem levar a senescéncia

celular (21).

A relacao entre a autofagia e a progressao da cirrose biliar em pacientes com
Colangite Biliar Primaria (CBP) ou Atresia de Vias Biliares (AVB) esta sendo
investigada, e estudos sugerem que a senescéncia das células epiteliais dos ductos
biliares pode estar relacionada a uma regulagdo anormal da autofagia na CBP e na

AVB (22,23).

Além de degradar proteinas, a autofagia desempenha um papel crucial na
eliminacao de organelas disfuncionais ou danificadas. Ha trés tipos principais de
autofagia, cada um com um método distinto de entrega do substrato:

macroautofagia, microautofagia e Autofagia Mediada por Chaperonas (CMA) (24).

Na macroautofagia, o material citosolico é envolvido pela membrana de
isolamento, formando o autofagossomo, que posteriormente se une ao lisossomo,
originando o autolisossomo, onde ocorre a degradagcdo da proteina. Ja na
microautofagia, as proteinas ou organelas disfuncionais sao entregues diretamente

ao limen endossdmico através da membrana lisossomal. Na CMA, um mecanismo



altamente seletivo de autofagia, ocorre um processo de reconhecimento do
substrato, culminando na degradagéo das proteinas-alvo com o auxilio de proteinas

do lumen, como a HSC70 (25).



Figura 4: os trés tipos de autofagia
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2.3.1 Beclina-1 (BECLIN-1)

A proteina Beclina-1 desempenha um papel essencial na iniciacédo e
promocao da autofagia (26) devido a sua interagdo com o complexo PI3K por meio

do dominio BH3 (27).



A ativagao desse complexo resulta na formagéo do fagdéforo, uma membrana
de isolamento que envolve organelas e proteinas destinadas a degradacdo. Esse
conjunto € denominado autofagossomo e, quando se funde com o lisossomo, é

chamado de autolisossomo (28).

Assim, a Beclina-1 € um marcador importante para sinalizar a nucleacao e a
expansdo da membrana do fagdforo. Ela interage com diversas outras proteinas
para mediar as fungdes da autofagia e também no trafego de proteinas efetoras

(29).

2.3.2 MAP1LC3AB (LCA3B ou LC3)

A cadeia leve 3 da proteina 1 associada aos microtubulos (MAP1LC3/LC3)

atua como um marcador util na avaliagdo de processos de autofagia (30).

A etapa inicial de nucleagcdo do fagdforo ocorre dentro do RE, que,
juntamente com PI3P, facilita o recrutamento dos complexos necessarios para a
conjugacado das proteinas LC3, fundamentais no processo autofagico. Essas
proteinas desempenham um papel crucial como locais de reconhecimento para os
receptores de cargas de autofagia, como SQSTM1/p62, que também desempenham

funcdes significativas nas fases subsequentes da autofagia (31).



Figura 5: proteinas Beclin-1 e LC3 envolvidas no processo da autofagia
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2.3.3 p62 (SQSTM1)

A proteina p62, codificada pelo gene SQSTM1, possui dominios de interagao
distintos que facilitam o recrutamento e fornecimento de substratos intracelulares

destinados a degradacéao (32) através da sinalizagao de ubiquitina (33).



Além de reconhecer agregados de proteinas ubiquitinadas em varias doencgas
neurodegenerativas e hepatopatias, a p62 (SQSTM1) também interage com o
complexo LC3, desempenhando um papel no recrutamento de membranas para a

formacao de autofagossomos (26).
Figura 6: os dominios de interagéo da p62 (SQSTM1)
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Fonte: Gémez-Virgilio et al., (2022).

2.3.4 EZH2

A proteina EZH2, codificada pelo gene da subunidade 2 do complexo

repressivo zeste 2 polycomb, desempenha papéis em varios processos celulares,



incluindo diferenciagdo celular, apoptose e autofagia, entre outros (34). Estudos
indicam que um aumento na expressdo de EZH2 pode comprometer a autofagia

(35).

Isso ocorre por meio da supressao da expressao de genes da Via Mamifera
do Alvo da Rapamicina (mTOR), um mediador essencial na regulagdo do
crescimento celular, proliferagdo e outros mecanismos associados a autofagia. Além
disso, a interagdo com a LC3B-Il, ao reduzir seus niveis, impacta a formagao de

autofagossomos (36).

2.3.5 CARM-1

A enzima Coativador Associado a Arginina Metiltransferase-1 (CARM-1)
desempenha o papel de co-ativador de transcri¢cdo, participando em diversas vias
celulares, incluindo a ativagao transcricional de genes relacionados a proliferacéo e

diferenciagao (37).

Recentemente, investigou-se a conexdo dessa proteina com a cascata de
regulagdo da macroautofagia/autofagia (38, 39). Descobriu-se que, no citoplasma, a

CARM-1 pode realizar a metilagdo da AMPK, uma proteina diretamente envolvida na



ativagdo da autofagia, resultando na fosforilagcdo de ULK1 e, por conseguinte, na

formacao de autofagossomos (40).

No nucleo, a AMPK, por sua vez, pode fosforilar o FOXO3, promovendo a
estabilidade de CARM-1. Essa regulacao positiva da expressdo de Atg1c e Hexb,
ambas envolvidas na formagado de autofagossomos, tém implicagdes diretas no

processo de autofagia (40).



Figura 7: CARM-1 e a regulacao da autofagia
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Fonte: adaptado de Saber & Rudnicki (2022).

2.4 Autofagia Mediada por Chaperonas (CMA)

As chaperonas moleculares sdo proteinas que auxiliam outras proteinas no
processo de dobramento/desdobramento, assegurando a manutencdo de sua
funcionalidade (40). No contexto da CMA, uma das vias de autofagia, ocorre o
reconhecimento seletivo do substrato e sua subsequente translocacdo para a

membrana lisossomal, um processo mediado pela LAMP-2A (41).



Nesse cenario, os lisossomos desempenham um papel crucial na CMA, onde
a HSC70 reconhece uma sequéncia especifica denominada KFERQ em um
substrato. Em seguida, o substrato é conduzido ao lisossomo, desdobrado e
translocado para o seu interior, facilitado pela associagao da HSC70 com a proteina
LAMP-2A multimerizada. Em resumo, a interacdo entre HSC70 e LAMP-2A

impulsiona o processo autofagico (42).

Figura 8: a degradagao de substratos proteicos via CMA
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2.4.1 HSC70

A Heat Shock Cognate 70 (HSC70) é proteina chaperona que pertence a
familia das Heat Shock Protein 70 (43), e exibe a importante funcdo de manter a

homeostase proteica dentro do ambiente celular (44).

No contexto da autofagia, a HSC70 desempenha um papel importante na
CMA, onde identifica uma sequéncia especifica conhecida como KFERQ em

substratos e os encaminha para a degradacao lisossomal (45).

2.4.2 LAMP-2A

A Lysosome-Associated Membrane Protein Type 2A (LAMP-2A) é uma
glicoproteina que esta localizada na membrana lisossomal, e € responsavel pela
translocacao das proteinas reconhecidas pela HSC70 para o interior do lisossomo,

onde ocorre o processo final da autofagia: a degradacao (46).

A estrutura da LAMP-2A é composta por grande dominio luminal (localizado
do lado externo da membrana do lisossomo) e por uma curta cauda citoplasmatica
(localizada do lado interno). Tal estruturagéo € crucial para suas fungdes especificas,

incluindo seu papel na regulagao do processo de CMA (47).



Recentemente, evidenciou-se o papel significativo da CMA na degradacao da
Proteina Z mutada da alfa-1 antitripsina (ATZ): nesse processo, a proteina HSC70
reconhece a ATZ por meio de uma sequéncia pentapeptideo (121QELLR125) e a
direciona para a proteina LAMP-2A. A ativagdo seletiva da CMA nao apenas
degrada os agregados de ATZ, responsaveis pela atividade toxica celular, mas
também destaca a importancia da cauda citoplasmatica carregada da LAMP-2A na

ligacéo do substrato, facilitando a degradacéo da ATZ mediada pela CMA (48).



Figura 9: a participacdo da CMA na degradacao da ATZ
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2.5 Autofagia e doengas hepaticas
A autofagia estéd envolvida em uma variedade de processos fisioldgicos

normais, incluindo a homeostase celular, além de desempenhar um papel em

doencas hepaticas como lesdes primarias, metastases, hepatites crbénicas e

doengas associadas ao figado gorduroso (49).



Este processo também esta envolvido na progressao da fibrose, onde as
células estreladas hepaticas se transformam em miofibroblastos, levando
eventualmente a cirrose. Quando a autofagia esta ativada, ela pode contribuir para
intensificar as vias de apoptose (23,50,51) - inclusive em doengas hepaticas
colestaticas (doencas em que ha obstrugdo do fluxo biliar) induzidas por

hepatotoxinas (52).

3. JUSTIFICATIVA

A deficiéncia de alfa-1 antitripsina € uma condi¢gao genética rara associada a
uma série de manifestacdes clinicas. Com o aumento da realizacdo dos transplantes
hepaticos em uma esfera nacional e local, € necessario entender a doenga no
contexto de explante e avaliar a associagao entre o diagndstico clinico e o achado

histopatolégico de cirrose de padrao biliar.

Assim, novos estudos sobre os mecanismos de formacdo dos complexos
insoluveis e a ativagdo da autofagia sdo necessarios a fim de melhorar o nosso
conhecimento sobre os mecanismos fisiopatolégicos que poderiam explicar a

hepatopatia secundaria a DAAT.



4. QUESTAO DE PESQUISA

Como a interpretagao dos anticorpos imunohistoquimicos envolvidos na
autofagia e na formagao de autofagossomos podem auxiliar na explicagdo da

patogénese da cirrose biliar secundaria a DAAT?

5. HIPOTESES

5 .1 Hipdtese nula
- O diagnéstico de cirrose de padrao biliar, secundaria a deficiéncia de alfa-1
antitripsina, ndo esta associado aos fendtipos ou mutacgdes.
- A lesédo biliar, secundaria a deficiéncia de alfa-1 antitripsina, nao se

correlaciona com o acumulo de proteinas mal dobradas da AAT.

5.2 Hipétese alternativa
- Afalta de acdo da AAT leva a lesao biliar.
- Adisfungéo dos autofagossomos esta relacionada a lesdo hepatocitaria.
- A deficiéncia de alfa 1-antitripsina (DAAT) ocasiona diferenciagcéo
histopatolégica intra-hepatica e extra-hepatica por estar associada aos

fendtipos ou mutagdes.



. OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Investigar e descrever marcadores de autofagia em pacientes cirréticos

secundarios a deficiéncia de alfa-1 antitripsina.

6.2 Objetivos Especificos

Avaliar o papel dos aufagossomos na degradacdo das proteinas mal

dobradas e a sua repercussao na arvore biliar.

Avaliar a expressao dos biomarcadores envolvidos no processo de formacao
dos macrofagossomas (MAP1LC3, p62/SQSTM1, CARM-1 Beclin-1, EZH2)
em explantes hepaticos por cirrose associada a deficiéncia de AAT, por
Atresia de Vias Biliares (AVB) e por Colangite Biliar Primaria (CBP), e

comparar o perfil imuno-histoquimico entre os grupos.

Avaliar a expresséo dos biomarcadores envolvidos na Autofagia Mediada por
Chaperonas (HSC70 e LAMP-2A) em explantes hepaticos por cirrose
associada a deficiéncia de AAT, por AVB e por CBP, e comparar o perfil

imuno-histoquimico entre os grupos.
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8. CONCLUSOES

De acordo com a metodologia aplicada neste estudo, com a literatura

consultada e com os resultados obtidos, foi possivel concluir que:

1. Além da mutagdo PiZZ, alteragdes na proteina CARM-1 podem estar
envolvidas na progressao da doenca hepatica relacionada a AATD
para cirrose;

2. A via das chaperonas pode n&o estar envolvida na patogénese da
hepatopatia secundaria a deficiéncia de alfa 1-antitripsina;

3. A subexpressdo do CARM-1 pode ndo estar associada a cirrose de

padrao biliar nos casos de DAAT.

9. PERSPECTIVAS E CONSIDERAGOES FUTURAS

E importante ressaltar a amostra restrita no presente estudo, o que pode
impactar generalizagdes mais amplas dos resultados. Assim, com base nos
resultados apresentados, recomenda-se investigar mais profundamente aspectos de
apoptose e necrose em estudos futuros, a fim de expandir nosso entendimento

sobre o fendbmeno estudado.



10. APENDICES

APENDICE A - Interpretacdo imuno-histoquimica do anticorpo Beclin-1

Grupo Adulto DAAT

Caso 1 | Positivo em hepatécitos. Positivo em células ductais

Caso 2 | Positivo em hepatécitos. Positivo em células ductais

Caso 3 | Positivo em hepatécitos. Positivo em células ductais

Caso 4 | Positivo em hepatécitos. Positivo em células ductais

Caso 5 | Positivo em hepatdcitos. Positivo em células ductais

Grupo Adulto CBP

Caso 6 | Positivo em hepatocitos. Negativo em células ductais.
Granulos em septos perisseptais moderadamente marcados™.

Caso 7 | Positivo em hepatdcitos. Negativo em células ductais

Caso 8 | Positivo em hepatocitos. Negativo em células ductais

Caso 9 | Positivo em hepatocitos. Positivo em células ductais

Caso 10 | Positivo em hepatécitos. Negativo em células ductais

Grupo Pediatrico DAAT

Caso 11 | Positivo em hepatdcitos. Positivo em células ductais

Caso 12 | Positivo em hepatécitos. Positivo em células ductais

Caso 13 | Positivo em hepatécitos. Positivo em células ductais

Caso 14 | Positivo em hepatdcitos. Positivo em células ductais

Caso 15 | Positivo em hepatocitos. Positivo em células ductais

Caso 16 | Positivo em hepatocitos. Positivo em células ductais

Grupo Pediatrico AVB

Caso 17 | Positivo em hepatocitos. Negativo em células ductais.
Granulos em septos perisseptais moderadamente marcados*.

Caso18 | Positivo em hepatdcitos. Negativo em reagao ductular.
Granulos em septos perisseptais moderadamente marcados*.

Caso 19 | Positivo em hepatdcitos. Negativo em células ductais

Caso 20 | Positivo em hepatocitos. Negativo em células ductais

Caso 21 | Positivo em hepatécitos. Negativo em células ductais

Caso 22 | Positivo em hepatécitos. Negativo em células ductais




APENDICE B - Interpretagao imuno-histoquimica do anticorpo MAP1LC3

Grupo Adulto DAAT

Caso 1

Negativo em hepatocitos

. Positivo em células ductais

Caso 2

Negativo em hepatdcitos

. Positivo em células ductais

Caso 3

Negativo em hepatocitos

. Positivo em células ductais

Caso 4

Negativo em hepatdcitos

. Positivo em células ductais

Caso 5

Negativo em hepatécitos

. Positivo em células ductais

Grupo Adulto CBP

Caso 6

Negativo em hepatécitos

. Negativo em células ductais

Caso 7

Negativo em hepatécitos

. Positivo em células ductais

Caso 8

Negativo em hepatocitos

. Positivo em células ductais

Caso 9

Negativo em hepatdcitos

. Positivo em células ductais

Caso 10

Negativo em hepatdcitos

. Positivo em células ductais

Grupo Pediatrico DAAT

Caso 11

Negativo em hepatdcitos

. Positivo em células ductais

Caso 12

Negativo em hepatdcitos.

Positivo em células ductais

Caso 13

Negativo em hepatdcitos.

Negativo em reacao ductular

Caso 14

Negativo em hepatdécitos.

Positivo em reacdo ductular

Caso 15

Negativo em hepatdcitos.

Negativo em células ductais

Caso 16

Negativo em hepatocitos.

Positivo em reagao ductular

Grupo Pediatrico AVB

Caso 17

Negativo em hepatdcitos.

Positivo em células ductais

Caso18

Negativo em hepatdcitos.

Negativo em células ductais

Caso 19

Negativo em hepatodcitos.

Negativo em reagdo ductular

Caso 20

Negativo em hepatdcitos.

Positivo em reacédo ductular

Caso 21

Negativo em hepatodcitos.

Negativo em células ductais

Caso 22

Negativo em hepatocitos.

Positivo em reacao ductular




APENDICE C - Interpretagdo imuno-histoquimica do anticorpo p62/SQSTM1

Grupo Adulto DAAT
Caso 1 Negativo em hepatdcitos. Negativo em células ductais
Caso 2 Positivo em hepatdcitos, Negativo ermn células ductais
Caso 3 Positivo em hepatdcitos. Positivo em células ductais.
Obs.: Granulos em septos perisseptais fortemente marcados”
Caso 4 Positivo em hepatdcitos. Negativo emn células ductais.
Obs.: Granulos em septos perisseptais fortermmente marcados™.
Caso 5 Positivo em hepatodcitos. Negativo em células ductais
Grupo Adulto CBP
Caso 6 Positivo em hepatdcitos. Positivo em células ductais
Caso 7 Positivo em hepatdcitos. Positive em células ductais
Caso 8 Positivo em hepatdcitos. Positivo emn células ductais
Caso 9 Positivo em hepatdcitos. Positivo em células ductais
Caso 10 | Positivo emn hepatdcitos. Positivo em células ductais
Grupo Pediatrico DAAT
Caso 11 Positivo em hepatdcitos. Negativo em células ductais.
Granulos em septos perisseptais moderadamente marcados™.
Caso 12 | Positivo em hepatocitos. Negativo em ceélulas ductais.
Granulos emn septos perisseptais moderadamente marcados™.
Caso 13 | Positivo em hepatocitos. Negativo em ceélulas ductais.
Granulos em septos perisseptais fortemente marcados™.
Caso 14 | Positivo em hepatdcitos. Positivo em células ductais.
Granulos em septos perisseptais fortemente marcados™.
Caso 15 | Positivo em hepatdcitos. Negativo em células ductais.
Granulos em septos perisseptais moderadamente marcados™.
Caso 16 | Positivo em hepatocitos. Negativo em celulas ductais.
Granulos em septos perisseptais fortemente marcados™.
Grupo Pediatrico AVB
Caso 17 | Positivo em hepatdcitos. Positivo em reagéo ductular
Caso18 | Positivo em hepatdcitos. Positivo em reagéio ductular
Caso 19 | Positivo em hepatocitos. Positivo em reaglio




APENDICE C

- Interpretagdo imuno-histoquimica do anticorpo

p62/SQSTM1

Caso 20 | Positivo em hepatocitos. Positivo em reacdo ductular
Caso 21 | Positivo em hepatdécitos. Positivo em reagéo ductular
Caso 22 | Positivo em hepatocitos. Positivo em reagdo ductular




APENDICE

D - Interpretagao imuno-histoquimica  do  anticorpo
Grupo Adulto DAAT
Caso 1 | Negativo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais
Caso 2 | Negativo em hepatdcitos perisseptais. Negativo em células ductais
Caso 3 | Negativo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais
Caso 4 | Negativo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais
Caso 5 | Negativo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais
Grupo Adulto CBP
Caso 6 | Negativo em hepatdcitos. Negativo em células ductais
Caso 7 | Negativo em hepatdcitos. Negativo em células ductais
Caso 8 | Negativo em hepatocitos. Negativo em células ductais
Caso 9 | Negativo em hepatocitos. Negativo em células ductais
Caso 10 | Negativo em hepatécitos. Negativo em células ductais
Grupo Pediatrico DAAT
Caso 11 | Negativo em hepatécitos perisseptais. Negativo em células ductais
Caso 12 | Negativo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais
Caso 13 | Negativo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais
Caso 14 | Negativo em hepatécitos perisseptais. Negativo em células ductais
Caso 15 | Negativo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais
Caso 16 | Negativo em hepatodcitos perisseptais. Negativo em células ductais
Grupo Pediatrico AVB
Caso 17 | Negativo em hepatocitos. Negativo em reagao ductular
Caso18 | Negativo em hepatdcitos. Negativo em reacado ductular
Caso 19 | Negativo em hepatoécitos. Negativo em reacdo ductular
Caso 20 | Negativo em hepatdcitos. Negativo em reagao ductular
Caso 21 | Negativo em hepatécitos. Negativo em reac¢ao ductular
Caso 22 | Negativo em hepatécitos. Negativo em reagéo ductular

EZH2



APENDICE E - Interpretagao imuno-histoquimica do anticorpo CARM-1

Grupo Aduito DAAT

Caso 1

Negativo em hepatdcitos. Negativo em células ductais

Caso 2

Negativo em hepatdcitos. Negativo em células ductais

Caso 3

Negativo em hepatocitos. Negativo em células ductais

Caso 4

Negativo em hepatdcitos. Negativo em células ductais

Caso 5

Negativo em hepatoécitos. Negativo em células ductais

Grupo Adulto CBP

Caso 6

Positivo focal nos hepatdcitos. Positivo focal nas células ductais

Caso 7

Negativo em hepatdcitos. Negativo em células ductais

Caso 8

Positivo “focal” nos hepatécitos. Positivo “focal” nas células ductais

Caso 9

Positivo “focal” nos hepatécitos. Positivo “focal” nas células ductais

Caso 10

Negativo em hepatdcitos. Negativo em células ductais

Grupo Pediatrico DAAT

Caso 11

Negativo em hepatdcitos. Negativo em células ductais

Caso 12

Negativo em hepatocitos. Negativo em células ductais

Caso 13

Negativo em hepatdcitos. Negativo em células ductais

Caso 14

Positivo em hepatdcitos. Positivo em células ductais

Caso 15

Negativo em hepatocitos. Negativo em células ductais

Caso 16

Negativo em hepatocitos. Negativo em células ductais

Grupo Pediatrico AVB

Caso 17

Positivo “focal” nos hepatécitos. Positivo “focal” nas células ductais

Caso18

Positivo nos hepatdécitos. Positivo nas células ductais

Caso 19

Positivo nos hepatodcitos. Positivo nas células ductais

Caso 20

Positivo nos hepatoécitos. Positivo em reagdo ductular

Caso 21

Positivo “focal” nos hepatécitos. Positivo “focal” em reacao ductular

Caso 22

Positivo “focal” nos hepatécitos. Positivo “focal” em reagao ductular




APENDICE F - Interpretacéo imuno-histoquimica do anticorpo HSC70

Grupo Adulto DAAT

Caso 1

Positivo em hepatocitos.

Negativo em células ductais

Caso 2

Positivo em hepatocitos.

Negativo em células ductais

Caso 3

Positivo em hepatodcitos.

Negativo em células ductais

Caso 4

Positivo em hepatocitos.

Negativo em células ductais

Caso 5

Positivo em hepatdcitos.

Positivo focal em células ductais (01 ducto).

Grupo Adulto CBP

Caso 6

Positivo em hepatocitos.

Negativo em células ductais

Caso 7

Positivo em hepatocitos.

Negativo em células ductais

Caso 8

Positivo em hepatocitos.

Negativo em células ductais

Caso 9

Positivo em hepatdcitos.

Negativo em células ductais

Caso 10

Positivo em hepatdcitos.

Negativo em células ductais

Grupo Pediatrico DAAT

Caso 11

Positivo em hepatocitos.

Negativo em células ductais

Caso 12

Positivo em hepatdcitos.

Negativo em células ductais

Caso 13

Positivo em hepatocitos.

Negativo em células ductais

Caso 14

Positivo em hepatocitos.

Negativo em celulas ductais

Caso 15

Positivo em hepatdcitos.

Negativo em células ductais

Caso 16

Grupo

Pediatrico AVB

Caso 17

Positivo em hepatdécitos.

Positivo em reacdo ductular

Caso18

Positivo em hepatocitos.

Positivo em reagao ductular

Caso 19

Positivo em hepatdcitos.

Negativo em reagao ductular

Caso 20

Positivo em hepatdcitos.

Negativo em células ductais

Caso 21

Positivo em hepatdcitos.

Negativo em células ductais

Caso 22

Positivo em hepatdécitos.

Negativo em células ductais




APENDICE G - Interpretagdo imuno-histoquimica do  anticorpo

LAMP-2A

Grupo Adulto DAAT

Caso 1

Positivo em hepatécitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Caso 2

Positivo em hepatécitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Caso 3

Negativo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Caso 4

Positivo em hepatdcitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Caso 5

Negativo em hepatoécitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Grupo Adulto CBP

Caso 6

Positivo em hepatdcitos. Negativo em células ductais.
Exibe certa marcag&o em células de Kupffer.

Caso 7

Positivo em hepatdcitos. Negativo em células ductais.

Caso 8

Pasitivo em hepatocitos. Negativo em células ductais.

Caso 9

Negativo em hepatéeitos. Negativo em células ductais.

Caso 10

Positivo em hepatécitos. Negativo em células ductais.

Grupo Pediatrico DAAT

Caso 11

Positivo forte em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Caso 12

Positivo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Caso 13

Positivo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Caso 14

Positivo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Caso 15

Negativo em hepatocitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Caso 16

Negativo em hepatdcitos perisseptais. Negativo em células ductais.

Grupo Pediatrico AVB

Caso 17

Positivo em hepatocitos. Negativo em reacdo ductular.

Caso18

Positivo em hepatocitos perisseptais. Negativo em reago ductular.

Caso 19

Negativo em hepatécitos. Negativo em reagio ductular.

Caso 20

Positivo em hepatocitos hepatécitos perisseptais. Negativo em reacgsio ductular.

Caso 21

Negativo em hepatoécitos. Negativo em reagio ductular.

Caso 22

Negativo em hepatocitos. Negativo em reagao ductular.




11. ANEXOS

Anexo 1: Orgamento

Anexo 2: Termo de compromisso para utilizacdo de dados



Anexo 1:

J& NOSPITAL DE
urRos SE CLNICAS

PORTO ALFGRE RS

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
DIRETORIA DE PESQUISA

Relatorio de Orgamento

Projeto: 2021/0553

Titulo do projeto: Estudo sobre a participagéo da aulofagia na patogénese da hepatopatia secundaria &
deficiéncia de alfa 1-antitripsina

Pesquisador responsavel: CARLOS THADEU SCHMIDT CERSKI

Itens personalizados

Item Financiador Valor unitario (R$) | Quantidade Total (R$)
CONSULTA - CPC FIPE 7,55 12 80,60
LAMINA DE FIPE 25,00 170 4.250,00
IMUNOHISTOQUIMICA
(ANTICORPO: ROTINA) -
(POR UNIDADE)
Valor total (Itens personalizados) (RS$): 4.340.60
Servicos de terceiros
Item Financlador Valor unitario (R$) | Quantidade Total (R$)
Tradutor PESQUISADOR 150,00 1 150,00
Valor total (Servigos de terceiros) (R$): 150,00
Valor total do orgamento: RS 4.490,60
Totais por financiador
Financiadaor Total (R$)
PESQUISADOR 150,00
FIPE 4.340,60




Anexo 2:

D

o
HOSeITAL DE f’/;/j‘-_
RNE CLINICAS g

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP HCPA
DECLARA(;ILD DE CONHECIMENTO E CUMPRIMENTO DA LEI GERAL DE
PROTECAO DE DADOS PARA PESQUISAS AVALIADAS PELO CEP HCPA

Titulo do projeto: Estudo sobre a participagido da autofagia na patogénese da hepatopatia
secundaria a deficiéncia de alfa 1-antitripsina.

Os pesquisadores declaram conhecer e cumprir os requisitos da Lei Geral de
Protegéo de Dados (Lei N° 13.709, de 14 de agosto de 2018) quanto ao tratamento de dados
projeto de pesquisa.

pessoais e dados pessoais sensiveis que serdo utilizados para a execugao do presente

Declaram estar cientes que o acesso e o tratamento dos dados deverao ocorrer de
acordo com o descrito na versao do projeto aprovada pelo CEP HCPA.

Nome

Carlos Thadeu Cerski

Assinatura
Jéssica Onofre de Brito Lima

= x>
Eduardo Cremonese Filippi Chiela

Data 08/11/2021

Fone (51) 33598000 | Fax (51 3359.8001

| Rua Ramiro Barcelos, 2350 | Porto Alegre - RS | 90035-903

www.hcpa.edu.br



