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R E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M O

Objetivo: Objetivo: Objetivo: Objetivo: Objetivo: Comparar a expressão citofotométrica quantitativa do  fator de proliferação celular Ki-67 no bócio colóide com o do

carcinoma papilífero da tireóide. Métodos:  Métodos:  Métodos:  Métodos:  Métodos: Foram estudadas a expressão da proteína Ki-67, em 12 casos de bócio colóide da

tireóide e 20 casos de carcinoma papilífero da tireóide. Os núcleos celulares imunomarcados foram quantificados através do

software SAMBA 4000 ® e do software IMMUNO®, analisando o índice de marcagem e densidade óptica. Foi estimado o

coeficiente de correlação de Spearmane e o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. Resultados:Resultados:Resultados:Resultados:Resultados: Foi rejeitada a hipótese nula

para o índice de marcagem. confirmando que existe diferença significativa entre o bócio colóide e o carcinoma papilífero da tireóide,

quanto ao índice de marcagem do Ki-67, que são maiores nos  carcinomas papilíferos da tireóide. Não foi encontrada diferença

quanto à densidade óptica. Quanto ao bócio colóide, o coeficiente de correlação estimado entre o índice de marcagem e a

densidade óptica do Ki-67 foi igual a 0,78. No bócio colóide, houve associação positiva e significativa entre o índice de marcagem e

a densidade ótica do Ki-67. Para o carcinoma papilífero da tireóide o coeficiente de correlação estimado entre o índice de marcagem

e a densidade ótica do Ki-67 foi igual a 0,18. Não houve no carcinoma papilífero de tireóide, associação entre o índice de marcagem

e a densidade ótica do Ki-67. Conclusão:Conclusão:Conclusão:Conclusão:Conclusão: A expressão citofotométrica do Ki67 no bócio colóide teve índice médio de marcação de

13,92% e densidade óptica média de 36,43; a expressão citofotométrica do Ki-67 no carcinoma papilífero teve índice médio de

marcação de 38,29% e densidade óptica média de 48,07%; há maior proliferação celular no carcinoma papilífero em comparação

com o bócio colóide na expressão do Ki-67.

Descritores:Descritores:Descritores:Descritores:Descritores: Imunoistoquímica. Proliferação celular. Bócio nodular. Neoplasias da glândula tireóide.
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

O desenvolvimento e formação de uma neoplasia é
consequência de uma série de alterações no genoma

celular. Há envolvimento da inativação de genes supressores
tumorais e a ativação de proto-oncogenes. Por conseguin-
te, cada tipo de célula do corpo humano, apresenta sensi-
bilidade e especificidade diferentes a fatores intrínsecos e
extrínsecos no desencadeamento da formação dos tumo-
res.

A agressividade dos tumores tireoideanos pode
ser demonstrada através da atividade proliferativa de suas
células. C-MYC, Ki-67 e PCNA são proteínas nucleares
envolvidas na regulação da proliferação celular. O Ki-67 e
o PCNA são marcadores localizados no núcleo celular e
são bastante utilizados para identificar células em prolife-
ração, normalmente em conjunto com outros oncogenes.
O anticorpo monoclonal Ki-67 detecta uma proteína nucle-
ar. Este anticorpo, marca núcleos das células em diferentes

fases do ciclo celular (fase G1, S, G2 e M), mas não mar-
cam as em quiescência  (G0). Já foi tentada a  utilização
isolada deste marcador no carcinoma de tireóide, onde re-
velou que sua expressão está aumentada, e também o Ki-
67 foi associado em investigação com p531.

A quantificação da proteína Ki-67 é um dos mais
comuns ensaios realizados para o mensuração da fração
das células tumorais que estão em crescimento. A detecção
de Ki-67 é feita em biópsias e tem como principal objetivo
determinar a porcentagem das células tumorais que estão
se dividindo e dando origem a mais células cancerígenas.
Esta informação é de grande importância no momento de
se decidir qual é o melhor tratamento ao qual o paciente
deve ser submetido. A análise da quantificação da proteí-
na Ki-67 é feita por patologista utilizando técnicas específi-
cas de imunoistoquímica, que envolvem a preparação de
secções histológicas, juntamente com incubação com um
anticorpo que reage com a molécula Ki-67 (denominado
de MIB-1). Por sua vez ele está ligado com outras molécu-



106

Rev. Col. Bras. Cir. 2009; 36(2): 105-109

Souza et al.Souza et al.Souza et al.Souza et al.Souza et al.
Expressão citofotométrica do fator de proliferação celular ki-67 no bócio colóide e no carcinoma papilífero da tireóide

las que apresentam colorações diferentes dependendo do
meio em que se encontram. Desta forma, o patologista,
com o auxílio de um microscópio, pode determinar a fra-
ção das células que se encontram em crescimento ativo,
comparando a número de núcleos marcados, isto é, que
apresentam grande quantidade da proteína Ki-672.

Este estudo tem por objetivo comparar a expres-
são citofotométrica  quantitativa do  fator de proliferação
celular Ki-67 no bócio colóide com o do carcinoma papilífero
da tireóide.

MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

A amostra inicial foi composta de 60 blocos de
parafina, sendo 30 com tecido de bócio colóide da tireóide
e 30 com carcinoma papilífero. Foi realizada análise quali-
tativa dos blocos sendo excluídos os que tinham defeitos
de fixação, contaminação por fungos, alto percentual de
necrose e diagnóstico inconclusivo. Esta análise foi realiza-
da por dois patologistas, através de avaliação macroscópica
e microscópica.

Realizada a avaliação da amostra inicial, houve
eliminação de 28 blocos. Constituiu-se assim a amostra
definitiva em 32 blocos de parafina, sendo 20 de bócio
colóide e 12 de carcinoma papilífero.

Para realização da pesquisa os blocos foram cor-
tados em micrótomo rotativo, onde foram obtidos cortes
histológicos de cinco micra de espessura e foram prepara-
das duas novas lâminas de cada um dos 32 blocos. Foram
coradas pela técnica convencional de hematoxilina-eosina
e específica para imunoistoquímica no estudo do Ki-67.

Após coradas por hematoxilina-eosina, as lâmi-
nas foram submetidas à avaliação histopatológica por mé-
dico patologista, para validação dos diagnósticos previa-
mente estabelecidos no serviço de origem. Utilizou-se mi-
croscópio óptico NIKON® e as lâminas foram visualizadas
no aumento de 100 até 1000 aumentos. Foram confirma-
dos os diagnósticos de 20 casos de bócio colóide e 12 de
carcinoma papilífero e a seguir confeccionadas novas lâmi-
nas para análise imunoistoquímica.

No preparo das lâminas para o estudo de
imunoistoquímico, o tempo gasto para a coloração foi de
48 horas, seguindo-se a técnica usual de confecção.

O anticorpo primário denominado Ki-67–
Dakocytomation/USA–Clone/Klon MIB-1® código M700 L
(monoclonal) Ki-67 foi utilizado, diluindo-se 1 mL de Ki-67
para 100 mL do diluente.

Utilizou-se o sistema SAMBA 4000® (Systeme
d”Analyse Microscopique á Balayage Automática) Sistema
de Análise Microscópica de Busca Automática, desenvolvi-
do pela Alcatel (Grenoble-França) para a análise da ima-
gem.

  O fluxo de luz proveniente da lâmpada de
xenônio do microscópio é controlado por um potenciômetro
capaz de medir com precisão a quantidade que passa. Este
feixe atravessa a lâmina histológica e a objetiva em uso. A
seguir é divido em duas partes: uma para observação visu-
al do pesquisador e outra para captação da imagem por

câmara de vídeo que a remete ao computador acoplado e
seu monitor.

O computador importa as imagens da câmara
de vídeo e executa a interpretação pelo software
IMMUNO®. Antes de utilizá-lo, o software é calibrado.

As imagens, analógicas na sua concepção, são
captadas através da câmara e transformadas em represen-
tações numéricas com a finalidade de transformar as ima-
gens coradas pelo marcador Ki-67 em uma matriz numéri-
ca. A partir de então, são calculados os parâmetros mate-
máticos que permitem a análise das imagens microscópicas.

A luz absorvida pelo tecido é quantificada e ex-
pressa através de uma escala de variações de níveis de
cinza que varia de 0 (preto) a 255 ( branco). Este processo
envolve duas etapas: geração de matriz em níveis de cinza
e a transformação em matriz numérica binária.

Ao utilizar o software IMMUNO® analisou-se
duas variáveis que irão caracterizar quantitativamente as
reações de coloração imunoistoquímicas específicas para a
pesquisa: índice de marcagem e densidade óptica média.

O índice de marcagem descreve a porcentagem
de área tecidual marcada pela imunoistoquímica. A densi-
dade óptica média reflete a intensidade de marcação. A
análise foi realizada em dez campos histológicos.

No intuito de realizar a padronização do sistema
para a análise microscópica computadorizada, foi utilizada
uma lâmina histológica considerada controle negativo, da
qual o anticorpo anti-Ki-67 foi omitido, que foi analisada
para cada um dos parâmetros acima mencionados.

Os testes para análise e estatística foram realiza-
dos com os parâmetros emitidos pelo próprio software do
sistema. A representação das variáveis calculadas pela
quantificação do marcador imunoistoquímico, através da
imagem computadorizada permite observar a área da su-
perfície analisada e a intensidade de marcação.

Foi utilizado o teste de Spearman para a análise
de correlação dos resultados. A correlação mede o grau de
associação entre duas variáveis, o seu valor, que varia de -
1 a 1, indica a direção e a intensidade da relação entre as
duas variáveis, sendo que os valores próximos a 1 mostram
associação forte e positiva, ou seja o aumento de um acom-
panha o aumento do outro. Já valor próximo a -1 indica
associação negativa, referindo que o aumento de um im-
plica na diminuição do outro. Com a medida, foi então
realizado teste de significância, cuja hipótese inicial é de
que não existe associação entre as variáveis. Valores de p
menores que 0,05 indicavam associação significativa. Fo-
ram utilizados os seguintes dados para análise: média,
mediana, valores mínimos, valores máximos e desvios-pa-
drão das variáveis analisadas por doença e o p-valor, com
os testes de Mann-Whitney e Shapiro-Wil.

RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

A média do índice de marcação nos 20 casos
estudados foi de 13,92%,  e a da densidade óptica de
36,43. Os campos lidos variaram de 5 a 10 em função da
quantidade de material apresentada em cada lâmina.
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A figura 1 demonstra a frequência de normalida-
de apresentada pelo índice de marcagem no bócio colóide,
maior nos intervalos 0 (35%), e de 0,1 a  20 (40%).

A figura 2 explicita a frequência de normalidade
apresentada pela densidade óptica no bócio colóide, maior
nos intervalos 0 (35%) e de 50,1 a 75 (30%).

A média do índice de marcação nos 12 casos de
carcinoma papilífero  estudados foi de 38,29% e a da den-
sidade óptica de 48,07. Os campos lidos variaram de 3 a
10 em função da quantidade de tecido tumoral apresenta-
da em cada lâmina.

A figura 3 mostra a frequência de normalidade
apresentada pelo índice marcagem no carcinoma papilífero,
com maior frequência nos intervalos de 20,1 a 40 (41,67%)
e de 40,1 a 60 (41,67%).

A figura 4 demonstra a frequência de normalida-
de apresentada pela densidade óptica no carcinoma
papilífero, maior nos intervalos de 45,1 a 50 (50%) e de
50,1 a 55 (25%).

A expressão comparativa do índice de marcagem
pelo Ki-67 entre o bócio colóide e o carcinoma evidenciou
diferença estatisticamente significativa com p<0,001. Não
houve diferença significativa entre a densidade óptica
(p=0,454) (Figuras 5 e 6).

Para o bócio colóide, o coeficiente de correlação
entre o índice de marcagem e a densidade ótica do Ki-67
foi igual a 0,78, com diferença significativa (p< 0,001 -
teste de Sperman).

Para o carcinoma papilífero, o coeficiente de
correlação entre o índice de marcagem e a densidade óti-
ca do Ki-67 foi igual a 0,18. O resultado do teste Sperman
foi de p = 0,572.

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

A motivação para que essa pesquisa fosse reali-
zada para avaliar a expressão do Ki-67 no bócio colóide e
carcinoma papilífero da tireóide, foi pela existência de um
número reduzido de trabalhos sobre o assunto.

O bócio colóide e o carcinoma papilífero da
tireóide são as doenças benigna e maligna mais frequentes
da glândula tireóide. O bócio colóide apresenta poucas di-
ferenças histológicas com o tecido tiroideano normal, ocor-
rendo em aproximadamente 4% da população. Já o carci-
noma papilífero é um tipo de tumor que se apresenta com
diagnóstico difícil, ocorrendo em 2% da população.

A detecção da atividade proliferativa celular é
importante ferramenta de análise para o acompanhamen-
to do curso clínico, tratamento e prognóstico, sendo que a
análise da imunomarcação pelo Ki-67 vem sendo estudada
há poucos anos na tireóide3.

Análises do ciclo celular revelaram que a proteí-
na Ki-67 é um antígeno associado à proliferação, que é
expresso em todas as partes ativas do ciclo celular (G1, S,
G2 e M), mas é ausente no descanso celular (G0).
Anticorpos contra a proteína Ki-67, no entanto, foram usa-
dos em numerosos estudos de importância prognóstica de
mensuração de proliferação celular em amostras clínicas

Figura 3Figura 3Figura 3Figura 3Figura 3 - Frequências do índice de marcagem para o carcinoma
papilífero.

Figura 2Figura 2Figura 2Figura 2Figura 2 - Frequências da densidade óptica para o bócio colóide.

Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1 - Frequências do índice de marcagem para o bócio
colóide.

de neoplasias humanas. Foram provadas recentemente as
evidências de que toda regulação da expressão da proteí-
na Ki-67 é acompanhada por modificações pós-traducionais
que ocorrem em específicos pontos de checagem que go-
vernam a progressão do ciclo celular. Estas modificações



108

Rev. Col. Bras. Cir. 2009; 36(2): 105-109

Souza et al.Souza et al.Souza et al.Souza et al.Souza et al.
Expressão citofotométrica do fator de proliferação celular ki-67 no bócio colóide e no carcinoma papilífero da tireóide

No trabalho desenvolvido ocorreu maior respos-
ta proliferativa no carcinoma papilífero da tireóide do que
no bócio colóide. Algumas limitações do estudo se referem
ao próprio marcador, pois apesar de ser indiscutivelmente
um marcador de proliferação celular, a sua função fisioló-
gica durante a divisão celular ainda permanece desconhe-
cida. Uma célula pode ser positiva para o Ki-67 mesmo
que ela não esteja em proliferação, porém esta célula vai
se dividir. Este evento celular então, não se refere ao esta-
do atual da célula, mas a um evento futuro. Mesmo se a
síntese de DNA seja bloqueada, a célula continua a ex-
pressar Ki-67 para manter o potencial proliferativo, assim
quando o bloqueio for interrompido, dano reparado, ela
estará pronta para entrar em proliferação4. Além disso, al-
guns autores postulam que uma célula pode entrar em
quiescência mesmo depois de completar a síntese de DNA
fase S5, o que pode corroborar a idéia descrita acima. Por
isso os autores advertem para o uso do marcador Ki-67 em
tecidos onde a proteína p53 está presente em grandes con-
centrações4.

O anticorpo monoclonal Ki-67 detecta uma pro-
teína nuclear que deriva de camundongos imunizados com
o núcleo da linhagem celular L4284. Este anticorpo marca
núcleos das células em diferentes fases do ciclo celular (fase
G1, S, G2 e M), mas não marcam aqueles em quiescência
(G0). Além da tentativa de utilização isolada deste marcador
nos carcinomas de tireóide, onde a expressão está aumen-
tada, o Ki-67 foi utilizado em conjunto com a investigação
de p535 onde se obteve resultado semelhante.

Neste estudo, evidenciou-se a marcação apenas
do núcleo celular nos casos positivos, demonstrando o pa-
drão de qualidade obtido.

Na análise estatística da imunomarcação do
Ki-67 no bócio colóide da tireóide, destaca-se o coefici-
ente de correlação entre o índice de marcagem e a
densidade óptica do Ki-67 (0,78), com rejeição da hi-
pótese nula (p<0.001), onde se observa proliferação
celular com variação da densidade óptica que apresen-
ta maior grau de heterogeneidade. O padrão de nor-
malidade apresentado pelo bócio colóide nos dois
parâmetros utilizados, demonstra que a proliferação dele
segue com baixa resposta proliferativa e padrão não
homogêneo, sendo compatível com o comportamento
não agressivo característico.

Para o bócio colóide, o coeficiente de correlação
entre o índice de marcagem e a densidade ótica foi igual a
0,78. O resultado do teste estatístico indicou a rejeição da
hipótese que não existe correlação (p <0,001). Sendo as-
sim, pode-se afirmar que existe associação positiva e signi-
ficativa entre o índice de marcagem e a densidade ótica.

Na análise da imunomarcação do Ki-67 no carci-
noma papilífero, foi demonstrado que não houve correla-
ção significativa entre o índice de marcagem e a densida-
de óptica com p<0,572 e coeficiente de correlação de 0,18.
Os índices demonstram que há proliferação celular e que a
densidade óptica é particularmente homogênea na amos-
tra. No entanto, a atividade proliferativa no tecido tiroideano
normal e em carcinomas bem diferenciados da tireoide é
muito baixa6.

Figura 6Figura 6Figura 6Figura 6Figura 6 - Comparação entre a densidade óptica do bócio colóide
e o carcinoma papilífero.

Figura 5Figura 5Figura 5Figura 5Figura 5 - Comparação entre índice de margem do bócio colóide
e o do carcinoma papilífero.

Figura 4Figura 4Figura 4Figura 4Figura 4 - Frequências da densidade óptica no carcinoma
papilífero.

são causadas pela fosforilação ciclo-dependente da proteí-
na Ki-67 e é intimamente acoplada a parada no núcleo
durante a mitose, revertida quando a separação das
cromátides irmãs é finalizada. A fosforilação da proteína
Ki-67 depende da presença de cdc2 que é a quinase regu-
ladora chave que controla a entrada e a duração da mitose.
A proteína Ki-67 é da família das proteínas sensíveis a
anticorpos MPM-2, que possuem um fosfo-epitopo conser-
vado durante a evolução2.
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Os histogramas proliferativos do carcinoma papilífero
apresentam tendência com maior resposta proliferativa quan-
do aumenta o grau de indiferenciação celular7.

Tendo uma resposta próxima aos achados nos
resultados, Erickson et al.8, observou em estudos com a
proteína Ki-67 em carcinoma foliculares da tireóide com
metástase que tinham alto índice de marcagem de Ki-67,
que o Ki-67 pode ajudar na predição de metástase. A pro-
teína Ki-67 separa carcinomas anaplásicos da tireóide de
outros grupos. Assim como separa carcinomas foliculares
de adenomas foliculares. Essas proteínas do ciclo celular
podem ser úteis na distinção entre neoplasias foliculares
malignas e lesões benignas.

A análise dos resultados apresentados demons-
tra que tanto o bócio colóide quanto o carcinoma papilífero
da tireóide expressam através da imunomarcação do Ki-67
resposta proliferativa, sendo que a resposta do carcinoma
papilífero é maior e mais homogênea do que a do bócio
colóide. Comportamento esse que demonstra maior grau
de agressividade do carcinoma papilífero da tireóide em
relação ao bócio colóide da tireóide, estando esse fator
diretamente ligado a sua característica de malignidade e
disseminação metastática9.

A expressão citofotométrica quantitativa do fa-
tor de proliferação celular Ki-67 no carcinoma da tireóide
e no bócio multinodular foram estatisticamente relevan-
tes. Através da variável índice de marcação que indica
teoricamente proliferação celular no tecido testado. Po-
rém, se fazem necessários novos estudos de
imunoistoquímica com a proteína p53, pois o acúmulo
dessa proteína está relacionada com a fase G0 do ciclo
celular4. Por isso há precaução para o uso do Ki-67 em
estudos onde as células expressam p53 e p21, pois elas
podem estar Ki-67 positivas sem atividade proliferativa.
Apesar dessas observações a literatura descreve o Ki-67
como um excelente marcador para células tumorais, por
isso tem sido muito usado como ferramenta no diagnósti-
co de câncer e o curso da neoplasia.

Em conclusão, a expressão citofotométrica do Ki-
67 no bócio colóide teve índice médio de marcação de
13,92% e densidade óptica média de 36,43; a expressão
citofotométrica do Ki-67 no carcinoma papilífero teve índi-
ce médio de marcação de 38,29% e densidade óptica
média de 48,07%; há maior proliferação celular no carci-
noma papilífero em comparação com o bócio colóide na
expressão do Ki-67.
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Objective:Objective:Objective:Objective:Objective: To compare the cytophotometric quantitative expression of Ki-67 cellular proliferation factor in the colloid goiter with
papillary carcinoma of the thyroid. MethodMethodMethodMethodMethodsssss: : : : : The protein Ki-67 was studied with immunohistochemistry in 20 cases of papillary
carcinoma of the thyroid and 12 cases of colloid goiter. The immunomarked cell nuclei were quantified through the software SAMBA
4000 ® and analyzed by software IMMUNO ®, considering variables index marker and optical density. The coefficient of the Spearman
rank correlation and the non-parametric test of Mann-Whitney wre estimated. ResultsResultsResultsResultsResults: There is significant difference between the
goiter colloid and the papillary carcinoma of the thyroid in Ki-67 measurements, being bigger in papillary carcinomas. No difference was
found in optical density. The correlation coefficient between the index marker and the optic density was 0,78. In colloid goiter, there
was positive and significant association between the index marker and the optic density. For the papillary carcinoma of the thyroid the
correlation between index marker and optic density was 0,18 (p = 0,572). There was no association between the index marker and the
optic density in the carcinoma papillary of the thyroid. ConclusionConclusionConclusionConclusionConclusion: The cytophotometric expression of the Ki-67 showed higher cellular
proliferation in the papillary carcinoma of the thyroid in comparison with in the colloid goiter.
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