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RESUMO

A apoptose & um processo de morte celular que ocorre geralmente apds
a fragmentacdo progressiva do DNA e parece serimportante em tecidos
normais e neopldsicos. Pouco € conhecido sobre a ocorréncia da apop-
fose nas doencas da firdide. A finalidade deste estudo € investigar um
possivel papel da apoptose no crescimento do carcinoma bem diferen-
ciado de tirdide, usando um ensaio com nucleotidil transferase in situ
(ENTIS), o qual detecta a fragmentacdo do DNA, para determinar a fre-
guéncia da apoptose no boécio coldide (BC), adenoma folicular (AF),
carcinoma folicular (CF) e carcinoma papilar (CP). Os tecidos de BC
(n=3), AF (n=2), CF (nh=4) e CP (n=3) foram obtidos de ressec¢do cirlrgica
em 12 pacientes. As células apoptéticas positivas (CAP) dentro do folicu-
lo tiroidiano e tecido neopldsico foram contadas em dreas de 1cm? O
teste T foi utilizado para testar a significdncia estatfistica. O nimero de
CAPs foi significantemente maior (p<0,0001) nos BC e AF (24,482
CAP/cm?) comparado com CF e CP (1,33+0,82 CAP/cm?). Nenhuma
diferencga significativa foi vista no nimero de CAPs enfre BC e AF e enfre
CF e CP. A apoptose pode desempenhar um importante papel na pro-
gressdo do carcinoma bem diferenciado de tirdide, visto que no pre-
sente estudo o indice apoptdtico foi muito baixo nessas neoplasias. A
apoptose, diferentemente da necrose, € um processo ativo que poderia
ser inibido ou induzido o que, neste caso, seria interessante para a te-
rapéutica. (Arq Bras Endocrinol Metab 2000;44/2: 153-6)
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ABSTRACT

Apoptosis is a process by which cell death occurs after progressive frag-
mentation of DNA and that seems to be important in normat and neo-
plastic tissues. Little is known about the role of apoptosis in the thyroid dis-
ease. The aim of this study is to investigate a possible role of apoptosis in
growth of well-differentiated carcinoma of thyroid using an in situ
nucleotidyl transferase assay (ISNTA), which detects DNA fragmentation,
to determine the frequency of apoptosis in nodular goiter (NG), follicular
adenoma (FA), follicular carcinoma (FC) and papillary carcinoma (PC).
Surgical resection specimens were obtained from 12 patients including
NG (n=3), FA (n=2), FC (n=4) and PC (n=3). Positive apopftotic cells (PAC)
within the thyroid follicle and neoplastic fissue were counted per section
of Tem?, Unpaired t test was utilized to test for statistical significance. The
number of PACs were significantly greater (p<0.0001) in NG and FA
(24.4£8 2 PAC/cm? than in FC and PC (1.33+0.82 PAC/cm?). No signifi-
cant difference was found in the number of PACs between NG and FA
and between FC and PC. Apoptosis may play an important role in pro-
gression of well-differentiated carcinoma of thyroid gland. This study
showed that inhibition of the apoptosis might be implicated in develop-
ment of the carcinomas of thyroid, considering that the apoptotic index
was low in these tumors. Apoptosis, differently from the necrosis, is an
active process that could be inhibited or induced. which might have
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interesting implications for therapy. (Arq Bras

Endocrinol Metab 2000;44/2; 153-6)

Keywords: Apoptosis; Thyroid; Hyperplasia; Neopla-
sia; Thyroid disease.

MORTE CELULAR PROGRAMADA foi observada ha

40 anos e, inicialmente, foi chamada de necrose
de redugdo. Este tipo de morte celular é complemen-
tar a mitose na regulagio da prolifera¢io celular ani-
mal, e, em virtude do seu importante papel cinético,
este fendmeno recebeu, em 1971, o nome de “Apop-
tosis” (1). A apoptose ¢ um tipo de morte celular que
s¢ diferencia da necrose por fatores bioquimicos ¢
ultra-estruturais ¢ ¢ caracterizada pela reducgio no
tamanho da célula, condensa¢io da cromatina, geral-
mente com fragmentag¢io do niicleo ¢ do DNA e perda
da integridade da membrana plasmatica, podendo
acontecer em processos normais ¢ patologicos (2).
Ocorre nos sistemas imune (2,3), nervoso (4) e anor-
malidades nos scus niveis desencadeiam doengas: a sua
inibi¢ao gera hiperplasia ou auto-imunidade, enquan-
to a exacerbagdo, ocasiona doengas degenerativas (5).

A transformagio tecidual reflete um desequi-
librio entre a proliferagio ¢ a morte celular. Sendo
assim, a perda da apoptose, por si s6, ¢ relevante na
carcinogénese ¢ a sua perfeita compreensio, bem
como a de seus mecanismos reguladores, permitiria o
estabelecimento de uma terapéutica tumoral mais efi-
ciente (6,7).

Tem sido observado que os carcinomas bem
diferenciados de tiréide, papilifero e folicular, mostram
taxas de crescimento extremamente baixas, em relagio
a carcinoma de mesmo grau histolégico que ocorre em
outros 6rgios, tais como mama, pulmio, célon e esto-
mago (8,9). Questiona-se o modo pelo qual estes
tumores de tirdide crescem, e ja foi proposta a hipotese
de que a inibi¢io da apoptose estivesse implicada no
desenvolvimento destas neoplasias; entretanto, os
estudos sobre a expressio de bel-2, proteina inibidora
de apoptose, em neoplasias de tiréide (10) nio
mostraram diferengas significativas em comparagio
com tecidos tiroidianos nao-neoplasicos ¢ normais
(11,12). Estes achados sugerem que bcl-2 no deve ter
um papel importante na patologia dessas lesoes.

Em vista do exposto, pretende-se buscar outros
dados que auxiliem no esclarecimento do(s) mecanis-
mo(s) de progressio das ncoplasias malignas bem
diferenciadas de tiréide, comparando a apoptose, que
ocorre nestas necoplasias, com aquela detectada nas
tiroidopatias benignas.
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MATERIAL E METODOS

Selecdo de casos

Foram examinadas 3 tirdides hlpcrplasmas (bocios
coléides - BC) ¢ 9 neoplasicas [2 adenomas foliculares
(AF), 4 carcinomas foliculares (CF) ¢ 3 carcinomas
papiliferos (CP)] obtidas de tiroidectomias.

Os diagnosticos das tiroidopatias nio neoplasi-
cas fundamentaram-se na morfologia histolégica clas-
sica e os diagnosticos das neoplasias foram feitos de
acordo com os critérios histolégicos de Hedinger et al.
(13) e modificados por Rosai et al. (14).

Etica médica
O estudo esta de acordo com a Declaragao de Helsin-
ki de 1975, revista em 1983.

Marcacdo de DNA em células apoptdticas
Com o objetivo de detectar células apoptoéticas, utili-
zou-se a marcagdo in situ da extremidade 3’ de frag-
mentos de DNA originados por endonucleases associa-
das a apoptose. A marcagio da extremidade 3° do DNA
foi realizada utilizando o marcador para detecgdo da
apoptose in situ ApopTag (Oncor, Gaithesburg, MD,
USA), como previamente descrito (15).

Técnica do ApopTag

Os tecidos tiroidianos obtidos pela tiroidectomia
foram fixados em formalina, embebidos em parafina e
cortados a uma espessura de 4um. Foram amostrados,
em média, seis cortes de tecido por glindula. Os cortes
foram desparatinizados e¢m xilol por cinco minutos,
lavados em dois banhos de cinco minutos de etanol
absoluto, hidratados em alcool a 95% ¢ 70% por trés
minutos ¢ colocados em solugdo tampdo tris (TBS)
0,05M pH7.,5 por cinco minutos. Posteriormente, os
espécimes foram incubados em proteinase k a
200pg/ml durante 40 minutos a 25°C. Em seguida,
foram lavados quatro vezes em agua destilada, incuba-
dos em H,0, a 2%, por cinco minutos, a 25°C e colo-
cados em solugio de tampio de salina fosfato (PBS)
0,1M pH 7.4 por duas vezes de cinco minutos. Poste-
riormente, as ldminas foram incubadas em tampio de
equilibrio por 20 minutos; em seguida, foi colocada
solu¢do da enzima deoxinucleotidil transferase termi-
nal (TdT) sobre as [iminas que foram recobertas com
plastico transparente, para melhor distensio da
solugdo. Apods incubagdo de uma hora, a 37°C, as limi-
nas foram lavadas com tampio de lavagem e de parada
subita da rea¢ao por dez minutos a 25°C. Os cortes
foram passados trés vezes de quinze minutos por
solu¢io de PBS e depois incubados em 55ul de anti-
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digoxigenin peroxidase (87101-5) durante 30 minutos
a 25°C. Posteriormente, as ldminas foram lavadas qua-
tro vezes de cinco minutos com PBS e colocadas em
125ml de solug¢do de hidrocloreto de diaminobenzidi-
na por trés a seis minutos ¢ depois lavadas em agua
destilada por trés vezes de um minuto. Em seguida, os
cortes foram contracorados com verde de metila a
0,05% durante dez minutos, lavados em 4gua destila-
da, passados trés vezes de 30 segundos por butanol a
100% ¢ montados com xilol e entelan.

Finalmente, fez-se a andlise das laminas por trés
observadores relatando o indice apoptético.

indice Apoptético

As células foram definidas como apoptoéticas se toda a area
nuclear da célula fosse positiva e houvesse corpos apop-
toticos como corpos globulares pequenos, isoladamente
ou em grupos, positivos nos citoplasmas das células.

O indice apoptotico foi definido como a soma das
células apoptoéticas ¢ que continham corpos apoptoticos,
o que reflete o namero total de eventos apoptdticos em
uma determinada area de 1em2. Foram analisados cinco
campos de lem? por glandula. Foi também contado o
numero total de células para medir a densidade celular.

ANALISE ESTATISTICA

Na comparagio entre tiroidopatias benignas
(BC+AF) ¢ malignas (CF+CP), utilizou-se o teste T.
Considerou-se o nivel de significincia de 5%.

RESULTADOS

Expressdo de apoptose em tiroidopatias benignas
Foram analisadas 3 tirdides hiperplasicas, com bdcio
coloide, e a expressio de apoptose ocorreu nas 3
tirbides estudadas, variando de 18 a 25 células/cm2, ¢
nos 2 casos de adenomas foliculares a positividade va-
riou de 18 a 38 células/cm?2; com densidade celular de
12000 a 15000 células/campo.

Expressdo de apoptose em tiroidopatias malignas
Em relagdo aos carcinomas papilares, havia apoptose em
2 dos 3 casos analisados, sendo a expressdo rara ¢ obser-
vada apenas em 1 a 2 ¢élulas/cm?2, com densidade celu-
lar de 12000 a 15000 células foliculares/campo.

Da mesma forma, nos carcinomas foliculares, a
expressdo fol escassa ¢ ocorreu em 1 a 2 células/cm?2.

A comparagio entre as tiroidopatias benignas ¢
malignas mostrou diferenga extremamente significati-
va, sendo P<0,0001. Os resultados estdo expressos na
Tabela 1.
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Tabela 1 - indice apoptdtico em tiroidopatias benignas e
malignas (células apoptdticas/cm?).

indice apoptético em 13.500 células/cm?

Diagndstico N Média Desvio padrdo Variacdo

Adenoma folicular 2 28 14.1 18- 38

Bocio nodular 3 22 3.6 18- 35

Carcinoma folicular 4 1.3 0.5 01-02

Carcinoma papilar 3 10 10 00-02
DISCUSSAO

Nés pretendemos buscar dados que auxiliem no
esclarecimento do(s) mecanismo(s) de progressio das
neoplasias malignas bem diferenciadas de tiréide, com-
parando a apoptose, que ocorre nestas neoplasias, com
aquelas detectadas nas tiroidopatias benignas.

Nos adenomas foliculares ¢ hiperplasias da
tirdide, a expressio de apoptose foi elevada, e isto su-
gere que a morte celular programada ocorre, nestes
casos, de modo mais intenso, aumentando a home-
ostase tissular, uma vez que ambas as doengas sio
benignas. Ndo ha relatos na literatura sobre os indices
apoptoéticos em tirdides normais. Porém, sabe-se que a
apoptose tem sido observada, ocasionalmente, em
sec¢Oes histoldgicas de tirbide normal (16), e este
processo ¢ anormalmente acelerado durante as fases de
maior atividade da Tiroidite de Hashimoto (17).

Uma molécula chamada Fas, c¢ncontrada na
superficie celular, ¢ uma das chaves no processo de
morte celular programada (18). Células tiroidianas
normais nio sofrem apoptose porque expressam quan-
tidade insignificante de Fas (18-20).

Em relagio aos 7 carcinomas bem diferenciados de
tirdide, folicular ¢ papilifero, ambos apresentaram
nimero muito baixo de células apoptéticas, havendo uma
diferenca de expressdo de apoptose entre as tiroidopatias
benignas e malignas extremamente significante.

A comparagio da apoptose entre as tiroidopa-
tias benignas e malignas sugere que a inibigdo da apop-
tose deve estar implicada no desenvolvimento dos car-
cinomas bem diferenciados de tirdide, visto que o
indice apoptotico foi muito baixo nestas neoplasias ¢ a
diminui¢do da apoptose, por si s0, € relevante na car-
cinogénese (15). Isso é importante porque a apoptose,
diferentemente da necrose, é um processo ativo que, a
principio, pode ser inibido ou induzido, o que, nestes
casos, seria interessante para a terapéutica (21).

Quanto 3 apoptose relacionada a carcinogénese,
ha relatos de que alteragdes genéticas cumulativas em
oncogenes ¢ genes supressores de tumor estdo envolvi-

165



Apoptose em Tivoidopatians
Lima et al.

das na génese tumoral. O comportamento desses
tumores é dependente da cooperagio e antagonismo
de virios genes associados também envolvidos na
apoptose como p53, bel-2, ¢-myc, Fas-Apo-1, MDR-
1, MDR-2, entre outros (15). As concentragdes relati-
vas das vérias proteinas codificadas por ecstes genes
determinam o destino da célula (22).

O presente estudo mostra que a falta de predis-
posigdo dos carcinomas bem diferenciados de tirdide
em sofrer apoptose poderia explicar a irresponsividade
destas neoplasias a radio ¢ quimioterapia. A tendéncia
em sofrer apoptosc estd provavelmente na dependén-
cia da relagdo das proteinas bax ¢ bel-2. Em trabalho
anterior (12), jA demonstramos uma elevada incidén-
cia da imunopositividade para a proteina bel-2 em car-
cinomas bem diferenciados de tiride ¢ estas alteragoes
em bel-2 aumentam a sobrevivéncia celular, permitin-
do a expansio ¢ evolugdo oncogénica.

A carcinogénese é um processo cvolutivo com-
plexo, facilitado por aumento da instabilidade genéti-
ca. Consequentemente, o comportamento dos
tumores é dependente da cooperagio ¢ antagonismo
dos varios genes associados. Um conhecimento mais
profundo a respeito da interagio destes genes na regu-
~ lagdo da apoptose promovera uma abordagem mais
eficaz e racional das neoplasias humanas (15).
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