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RESUMDO

Objetivo: Descrever a expressao citofotométrica quantitativa do marcador caspase-3 no bocio coldide e no carcinoma papilifero da
tiredide e comparar a imunoexpessao entre as doencas. Métodos: Realizou-se estudo imunoistoquimico da proteina caspase-3 em
17 blocos de parafina de carcinoma papilifero da tirdide e 20 de bocio coloide, através do sistema SAMBA 4000 — (Sistema de anélise
microscopica de busca automdtica), objetivando-se analisar duas varidveis: indice de marcagem e densidade 6ptica. Resultados:
Houve diferenca significativa quanto ao indice de marcagem da caspase-3, entre o bocio coldide e o carcinoma papilifero, sendo
maior no carcinoma, e nao foi encontrada diferenca significativa quanto a densidade dptica. Para o bécio coldide, o coeficiente de
correlagdo estimado entre o indice de marcagem e a densidade Optica foi igual a 0,72, indicando assim, a rejeicdo da hipdtese nula
(p <0,001), afirmando-se que existe associacdo positiva e significativa entre o indice de marcagem e a densidade 6ptica da caspase-
3. Para o carcinoma papilifero da tiréide, o coeficiente de correlacdo estimado entre o indice de marcagem e a densidade éptica 3
foi de 0,34. O resultado do teste estatistico indicou que ndo se pode afirmar que existe associacdo entre esses parametros.
Conclusao: Para o bdcio coldide existe associacdo positiva e significativa entre as duas varidveis, indice de marcagem e a densidade
optica da caspase-3, enquanto que para o carcinoma papilifero nao existe essa associacdo. O estudo comparativo entre a anélise
guantitativa da caspase-3, demonstrou que a apoptose é mais evidente no carcinoma papilifero do que no bécio coléide.

Descritores: Carcinoma papilifero. Tiroide. Bécio coldide. Caspase-3. Imunoistoquimica.

INTRODUCAO

ocio coloide é o aumento volumétrico da glandula da

tiredide, causado por hiperplasia do parénquima, le-
vando ao estado de proliferacdo folicular excessiva. A clas-
sificacdo de bocio é descrita como difuso e nodular, e este
em uni ou multinodular. De acordo com a producdo do
horménio tiredideo, é feita a separacdo anatomoclinica em
téxico (ou hiperfuncionante) e atéxico. A classificacdo pode
ser, ainda, em endémico ou esporadico, considerando-se
endémico o bécio que acomete mais de 10% da popula-
cao de determinada area geografica e o bdcio esporadico
sendo ocasionado a gama de fatores que interferem com
a sintese hormonal - fatores ambientais, imunolégicos e
genéticos.

O cancer da tiredide é a neoplasia maligna mais
comum do sistema endocrino, com predominio no género
feminino, entre 25 a 65 anos de idade. Valorizam-se como
fatores de risco, a exposicao a radiacdo na cabeca e pes-

coco, a histoéria pessoal de bdcio, nédulo tireoideano e a
antecedéncia familiar de cancer de tiredide.

Estes tumores, histologicamente, sao constitui-
dos por dois tipos de células epiteliais: células
parafoliculares, que originam o carcinoma medular, e as
células foliculares, que incluem adenomas, carcinomas di-
ferenciados (carcinoma papilifero e carcinoma folicular) e
o carcinoma indiferenciado (carcinoma anaplasico)?.

Varios métodos sao usados para estimar a ativi-
dade proliferativa celular, geralmente medidas em dife-
rentes periodos do ciclo celular, mas a imunodeteccao tem
sido muito utilizada por causa de sua rapidez e
confiabilidade. Assim, biomarcadores como a caspase-3
sao uma promessa para a deteccdo precoce do cancer,
propensao, prognostico e resposta terapéutica da doenca.
O aumento do conhecimento das alteracdes moleculares
pode ser usado como um objetivo adicional para diagnos-
tico e deve fornecer a base para novas estratégias tera-
péuticas®>.
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Uma familia de cisteina protease, chamada
caspase, tem papel central nas fases de iniciacdo e execu-
cdo da apoptose. Caspases sao cisteinoproteases que pos-
suem uma cisteina no sitio ativo e clivam os seus residuos
apos o acido aspartico, resultando na inativacao funcional
do substrato ou alterando sua ativacdo, seja por clivagem
de um dominio inibitério na prépria molécula ou por
inativacdo de uma molécula inibitoria®.

Este trabalho tem como objetivo: descrever a
expressao citofotométrica quantitativa da caspase-3 no bocio
coloide e no carcinoma papilifero da tiredide; comparar os
achados da imunoexpressao da caspase-3 entre eles.

METODOS

O material de estudo foi constituido por 37 blo-
cos de parafina, sendo 20 de bocio coldide e 17 de carci-
noma papilifero da tiredide.

Os blocos foram cortados em micrétomo rotativo,
com cortes histolégicos de 5 micra de espessura, confecci-
onando-se duas laminas. Uma para a validacao do diag-
nostico, corada por H/E e outra corada pela técnica
imunoistoquimica, para estudo da caspase- 3. As laminas
foram submetidas a avaliacdo histopatoldgica por dois
médicos patologistas para validacao dos diagnosticos pre-
viamente estabelecidos.

Preparo para a analise com a técnica de
imunoistoquimica

A analise imunoistoquimica teve duracao de 48 horas.

As laminas foram colocadas nas cubetas, para a
realizacao sequencial de dois banhos de xilol por 10 minu-
tos, dois de alcool 100% por trés minutos e um de alcool
70% por trés minutos e para finalizar dois banhos com
agua destilada, por um minuto.

Para recuperacao antigénica, foi utilizada solu-
¢do tampao composta de citrato de sddio (0,7 m/mol), acido
citrico (0,6 m/mol) e 450 mL de 4gua destilada colocada
nos frascos contendo as laminas, levados ao banho-maria
até atingir a temperatura superior a 97°C por 20 minutos.
Posteriormente foram deixadas a temperatura ambiente
por 30 minutos para resfriamento e os frascos foram trés
vezes lavados em agua corrente.

Para o bloqueio da peroxidade endogena, dois
banhos de &gua oxigenada a 2% foram feitos por cinco
minutos cada. Em seguida, as laminas foram lavadas em
agua corrente e colocadas em frascos com tampao PBS
(tampao fosfato salina) constituido de 5,52 g de fosfato
dissddico monobasico, 22,7g de fosfato dissodico bibasico
e 1000 mL de agua destilada.

Para incubacao das laminas com anticorpo, ini-
cialmente o frasco contendo o 1° anticorpo (caspase-3), foi
agitado no aparelho vortex, objetivando-se a
homogenizacdo. A solucao deste anticorpo foi colocada
nas laminas e armazenadas na geladeira a 4°C, overnight.

Ap6s 12 horas, as laminas foram lavadas com agua
destilada, secadas individualmente e colocadas em tampéao
PBS, por cinco minutos. Ap6s, foram secadas e alinhadas em
bandeja de incubacao, objetivando-se hidratar o tecido.

Na sequéncia, o 2° anticorpo (biotina) foi
pipetado, fazendo a ligacdo entre o 1° (caspase-3) e a
streptoavidina HRP, e esta a biotina, por 30 minutos de
incubacao. Para finalizar o processo, colocou-se uma gota
do cromoégeno (DAB), didxido de amina-benzidina, que faz
a ligacdo com a streptovidina.

Anélise quantitativa da imunoistoquimica

Este processo foi avaliado pelo SAMBA 4000® -
Sistema de analise microscépica de busca automatica).
Utilizou-se o microscépio da marca Axioskop ®.

O fluxo luminoso oriundo da lampada de xendnio
era controlado por um potenciémetro capaz de avaliar com
precisdo a quantidade de luz. Este feixe atravessa o
condensador, a lamina histolégica, a objetiva e entdo era
separado em duas partes: uma via destinada a observacao
visual através da ocular do microscopio e outra de capta-
cao da imagem, pela camara de video, a qual era enviada
ao monitor acoplado ao computador. A camara de video
utilizada foi a DXC- 970M3CCD® que padroniza as cores
verde, azul e vermelha, de forma que o sistema trabalha
com o mesmo nivel de captacao determinado.

Utilizou-se computador Pentium llI®, com 16Mb
RAM e disco rigido de 12 gigabytes, que realizou as fun-
¢des de importacao das imagens do microscopio e da ca-
mara de video, de execucao de software IMMUNO® do
sistema SAMBA 4000 e a transferéncia dos dados para
impressao.

As imagens analégicas foram captadas através
da camera e transformadas em imagens numeéricas. A ana-
lise objetivou transformar as imagens coradas pelo marcador
em matriz numeérica e foram calculados parametros mate-
maticos que permitiram a analise das imagens microscopi-
cas. Estas imagens foram processadas pelo sistema SAM-
BA 4000 e digitalizadas em ponto de imagem (pixels).

A luz absorvida pelo tecido foi quantificada e
expressada em escala de variacdes de niveis de cinza, que
variava de O (preto) a 255 (branco). Este processo
correspondia a numeracdo da imagem e envolvia duas eta-
pas: geracao de matriz em niveis de cinza e a transforma-
cao desta em matriz numeérica binaria .

Parametros analisados pelo sistema Samba
4000

O programa IMMUNO® foi utilizado para anali-
sar duas varidveis que caracterizam quantitativamente as
reacOes de coloracao histoquimica: indice de marcagem e
densidade 6ptica média.

O indice de marcagem caracteriza a porcenta-
gem de area tecidual especificamente marcada pela pro-
va imunoistoquimica. A densidade dptica média reflete a
intensidade de marcacao.
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Andlise estatistica

Para avaliacao da associacdo entre as expres-
soes do marcador foi estimado o coeficiente de correlacdo
Spearman e para a comparacdo das duas doencas, em
relacdo as varidveis quantitativas, foi usado o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney.

RESULTADOS

Bécio coldide

A média do indice de marcagem nas 20 laminas
de bocio coldide foi de 40,82% e da densidade 6ptica de
50,03 (Tabela 1).

A frequéncia de normalidade apresentada pelo
indice de marcagem no bocio coldide, preponderou nos
intervalos de 25,1 a 50 (25%) e 50,1 a 75 (30%),).

A frequéncia de normalidade apresentada pela
densidade 6ptica no bécio coldide, preponderou nos inter-
valos de 75,1 a 100 (25%) e 50,1 a 75 (35%).

Afigura 1 ilustra a expressao da caspase-3, pela
coloracao em castanho, em laminas do bécio coléide.

Carcinoma papilifero da tireéide

A média do indice de marcagem nas 17 laminas
do carcinoma papilifero foi de 83,38% e da densidade
Optica de 64,57 (Tabela 2).

A frequéncia de normalidade apresentada pelo
indice de marcagem no carcinoma papilifero preponderou
nos intervalos 80,1a90(17,65%) e 90,1 a 100 (58,82%).

Tabela 1 -

A frequéncia de normalidade apresentada pela
densidade optica, preponderou nos intervalos 50,1 a 60
(17,65%) e 60,1 a 70 (47,6%).

A figura 2 ilustra a expressao da caspase-3, pela
coloracéo em castanho, em laminas do carcinoma papilifero
da tiredide.

Correlagdao do indice de marcagem da
caspase-3 entre o bécio coldéide e o carcinoma
papilifero da tiredide

A correlacdo da média, mediana, valores mini-
mos, valores maximos e desvios- padrao, da expressdo do

Figura 1 - Fotomicrografia, da ldmina do bdcio coldide (aumen-
to de 100x), com imunomarcacao para caspase-3,
em castanho dourado.

Nota: Seta indica o citoplasma imunomarcado pela caspase-3.

Expressdo quantitativa das varidveis pela caspase-3 para boécio coloide.

Numero de Laminas

Indice de Marcagem

Densidade Optica

1 35,51%
2 46,72%
3 79,65%
4 31,50%
5 0,00%
6 63,13%
7 89,87%
8 49,92%
9 0,00%
10 0,00%
11 67,70%
12 13,98%
13 22,23%
14 17,44%
15 45,48%
16 71,92%
17 59,61%
18 51,74%
19 0,00%
20 70,09%
Média 40,82%

65,71
72,46
79,59
66,2
0
88,06
99,24
100,56
0
0
60,47
58,91
31,34
34,13
75,86
38,27
71,32
77,29
0
61,14
50,03
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Tabela 2 -

Expressao quantitativa das varidveis pela caspase-3 para carcinoma papilifero

Numero de Laminas

indice de Marcagem

Densidade Optica

1 76,82%
2 95,50%
3 92,21%
4 69,81%
5 98,32%
6 81,85%
7 98,56%
8 91,88%
9 94,84%
10 97,21%
11 73,04%
12 65,88%
13 93,22%
14 93,62%
15 81,21%
16 85,91%
17 95,470%
Media 83,38%

82,06
65,39
67,22
68,49
55,49
41,53
83,6

57,82
65,65
77,93
45,04
53,38
67,74
66,06
61,48
68,55
75,71
64,57

indice de marcagem pela caspase-3, entre o bocio coléide
e o carcinoma papilifero da tiredide é demonstrada na ta-
bela 3.

Correlagdo da densidade O6ptica da
caspase-3 entre o bécio coléide e o carcinoma
papilifero da tiredide

A correlacdo da média, mediana, valores mini-
mos, valores maximos e desvios- padrao da expressao da
densidade optica pela caspase-3 entre o bocio coléide e o
carcinoma papilifero é demonstrada na tabela 4.

Correlagdo das varidveis da caspase-3
para cada doencga

A correlacdo entre a densidade dptica e o indice
de marcagem para a caspase-3, no bocio coléide, esta
demonstrada na figura 3.

A correlacdo entre a densidade dptica e o indice
de marcagem para a caspase-3, no carcinoma papilifero,
estd demonstrada na figura 4.

Figura 2 -

Fotomicrografia, da lamina do carcinoma papilifero
da tiredide (aumento de 100x), com imunomarcacao
para caspase-3, em castanho dourado.

Nota: Seta indica o citoplasma imunomarcado pela caspase-3.

Tabela 3 - Correlacdo do indice de marcagem pela caspase-3 entre o bocio coldide e o carcinoma papilifero

Indice de Marcagem Bocio Coléide Carcinoma Papilifero
Numero de laminas 20 17

Média 40,82% 87,37%
Mediana 46,10% 92,21%

Valor minimo 0% 65,88%

Valor maximo 89,87% 98,56%

Desvio padrao 28,98+/- % 10,62+/-%

Valor do p <0,001

Rev. Col. Bras. Cir. 2010, 37(5): 316-322



Souza

320 Expressao citofotométrica da Caspase-3 no carcinoma papilifero da tiredide e no bdcio coldide

Tabela 4 - Correlacdo da densidade optica pela capase-3 entre o bocio coloide e o carcinoma papilifero.

Densidade Optica B6cio Coléide Carcinoma Papilifero

Numero de laminas 20 17

Média 54,03% 64,89%

Mediana 63,43% 66,06%

Valor minimo 0% 41,53%

Valor maximo 100,56% 83,60%

Desvio padrao 33,18+/- 11,72+/-

Valor do p 0,598
DISCUSSAO conforme descrito por El May et al.”. Esses autores referem

Na anélise da frequéncia de normalidade apre-
sentada pelo indice marcagem e densidade éptica no bécio
coloide observou-se que o padrao apresentado em ambos
foi anormal, demonstrando-se, dessa forma, a variabilida-
de de respostas apoptoticas. Assim, o padrao de anormali-
dade apresentado nas duas variaveis utilizadas demonstra
que a resposta a apoptose ocorre com um padrao ndo ho-
mogéneo, com variabilidade nas respostas apoptoéticas,

a apoptose e a necrose COMo processos intrinsecos no de-
senvolvimento do bocio.

Brix et al.® relatam que o bdcio coldide foi carac-
terizado por uma variacdo clinica, funcional e morfolégica,
sendo a razdo de sua heterogeneidade desconhecida. As-
sim, o aumento do conhecimento das alteracdes
moleculares pode ser usado como um objetivo adicional
para diagnostico e deve fornecer a base para novas estra-
tégias terapéuticas.

100

Densidade

4

5 6 7 8

indice de Marcagem

Figura 3 -

Correlacédo das variaveis da caspase-3 no bocio coloide.

L g

* %% oo

Densidade

60 65 70 75

80 85 90 95 100

indice de Marcagem

Figura 4 -

Correlacdo das varidveis da caspase-3 no carcinoma papilifero.
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Seguindo a analise do teste estatistico, houve a
rejeicdo da hipotese nula (p <0,001), ou seja, pode-se afir-
mar que para o bocio coldide existe a associacdo positiva e
significativa entre o indice de marcagem e a densidade
Optica pela caspase-3.

Thomas et al.® descreveram o bécio colodide
como um aumento da tiredide nao associado ao
hipertireoidismo ou hipotireoidismo e ndo resultante de
processo inflamatdrio ou neoplasia. Isso corrobora o acha-
do dos valores do indice de marcagem para a caspase-3
serem mais baixos quando comparados ao do carcino-
ma papilifero.

Na andlise da frequéncia de normalidade apre-
sentada pelo indice de marcagem e pela densidade
Optica no carcinoma papilifero, observou-se que o pa-
drao apresentado em ambos teve comportamento nor-
mal, fato esse que demonstra padrdao homogéneo na
sua resposta.

Neste tumor o coeficiente de correlacdo estima-
do entre o indice de marcagem e a densidade 6ptica da
caspase-3 foi de 0,34; assim a analise estatistica indicou a
nao rejeicao da hipdtese nula (p = 0,117). Portanto, ndo se
pode afirmar que para o carcinoma papilifero exista asso-
ciacdo entre o indice de marcagem e a densidade éptica
da caspase-3.

Existe correlacdo positiva entre a apoptose e a
proliferacao celular, associando-se com a piora do prog-
noéstico em varios tipos de carcinomas. Mader et al.'®, por
exemplo, relataram que a apoptose por meio de suas pro-
tefnas indutoras, como a caspase-3, mostrou correlacdo
positiva entre a expressao das mesmas com o tamanho da
neoplasia, a presenca de metastase e, consequentemente,
pior prognostico.

Rath et al."" analisaram drogas anticancer, que
exerciam efeito citotoxico induzindo a apoptose, pela ati-
vidade da caspase-3 em células com carcinoma da tiredide,
a semelhanca de Spalletti-Cernia et al.'? que descreveram

ABSTRACT

as Rnases como indutoras da apoptose no tumor de tiredide,
associadas com a atividade de caspase-8 e caspase-9, se-
guido pela ativacao da caspase-3, demonstrando assim a
importancia desta no processo apoptédtico no cancer da
tiredide e a semelhanca de Soung et al.”® que relataram a
observacdo de mutagdes nos carcinomas de diversos teci-
dos, como no gene CASP3 em tumores humanos, sugerin-
do aimportancia do gene que codifica a caspase-3 no pro-
€esso cancerigeno.

A correlacdo da imunomarcacao pela
caspase-3 através do porcentual do indice de
marcagem e a densidade 6ptica no bocio coléide e no
carcinoma papilifero resultaram na diferenca estatis-
ticamente significativa entre o primeiro (p<0,001) e a
nao diferenca significativa quanto ao segundo (p=
0,598). Desta forma, pode-se afirmar que existe dife-
renca significativa entre o bocio coléide e o carcino-
ma papilifero quanto ao indice de marcagem da
caspase-3, 0s quais se apresentaram maiores nos car-
cinomas papiliferos da tirdide.

Correlacionando-se os dados estatisticos com a
caspase-3, o estudo caracteriza que tanto o bdcio coléide
quanto o carcinoma papilifero da tirdide, apresentaram
apoptose. Entretanto, a expressao no carcinoma é maior e
mais homogénea do que no bécio, caracterizando maior
grau de agressividade do carcinoma em relacdo ao bocio
coloide. Este, por sua vez, apresentou comportamento
heterogéneo e pouco proliferativo, demonstrando compor-
tamento de baixa agressividade.

Com este estudo, pode-se concluir que para o
bécio colodide existe associagao positiva e significativa en-
tre as duas variaveis - indice de marcagem e a densidade
oOptica - da caspase-3, enquanto que para o carcinoma
papilifero ndo existe associacao entre elas. O estudo com-
parativo entre a andlise quantitativa da caspase-3, demons-
trou que a apoptose é mais evidente no carcinoma papilifero
do que no bécio coldide.

Objective: To describe quantitative cytophotometric expression of the marker caspase-3 in colloid goiter and in papillary carcinoma
of the thyroid, comparing the immunoexpression between them. Methods: An immunohistochemistry study has been made on the
protein caspase-3 in 17 of paraffin blocks of papillary carcinoma of the thyroid and 20 cases of colloid goiter, using SAMBA 4000 ®
(System of Microscopic Analysis of Automatic Search), aiming analysis of the two variables: marker index and optical density.
Results: Statistic analysis indicated a significant difference for marker index between colloid goiter and papillary carcinoma, being
this difference larger in the carcinoma. It hasn’t been found significant difference in optical density. For colloid goiter, the estimated
correlation coefficient between the marker index and optical density was 0,72, indicating the rejection of the null hypothesis (p
<0,001), affirming that positive and significant association exists between them. For the papillary carcinoma of the thyroid, the same
correlation was 0,34 and so, it is not possible to affirm that there’s an association between them. Conclusion: For colloid goiter
there is a positive and significant association between the two variables - marker index and optical density -, while for the papillary
carcinoma, this is not proved. The quantitative analysis for caspase-3 demonstrates that apoptosis is larger in the papillary carcinoma

of the thyroid than in colloid goiter.

Key words: Papillary carcinoma. Thyroid. Colloid goiter. Caspase-3. Immunohistochemistry.
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