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Contribuição da análise de textura 
do núcleo celular para o diagnóstico 
diferencial de lesões foliculares 
da tireoide: comparação com 
marcadores imunoistoquímicos
Contribution of nuclear texture analysis for the 
differential diagnosis of follicular lesions of the thyroid: 
comparison to immunohistochemical markers 

Rita C. Ferreira1, Laura S. Ward2, Randall L. Adam3, 
Neucimar J. Leite3, Konradin Metze1, Patrícia S. de Matos1

RESUMO
Objetivo e métodos: Com o propósito de investigar a contribuição do exame da cromatina nu-
clear no diagnóstico diferencial das lesões foliculares da glândula tireoide, foram estudadas 76 
amostras previamente submetidas à análise de expressão proteica de HBME-1, CK-19 e galecti-
na-3. Resultados: HBME-1 confirmou-se como o mais sensível marcador imunoistoquímico de 
malignidade. Uma série de variáveis morfométricas, densitométricas e de textura foram úteis 
na distinção entre os diferentes tipos de lesão folicular. Entre essas variáveis, o r2, parâmetro 
relacionado à granularidade do núcleo, apresentou a melhor acurácia, sensibilidade, especifi-
cidade, valor preditivo positivo e negativo, diferenciando lesões benignas de malignas. Con-
clusão: A morfometria analítica de imagem da cromatina nuclear pode acrescentar acurácia 
ao diagnóstico diferencial das lesões de padrão folicular. Arq Bras Endocrinol Metab. 2009;53(7):804-10.

Descritores
Tireoide; diagnóstico diferencial; imunoistoquímica; cromatina

ABSTRACT
Objective and methods: To investigate the utility of nuclear chromatin texture assessment in 
the differential diagnosis of follicular patterned lesions, by means of examining 76 samples 
previously submitted to the immunohistochemical protein analysis of HBME-1, CK-19 and ga-
lectina-3. Results: HBME-1 confirmed to be the most sensitive marker of malignancy. A series 
of morphometric, densitometric and texture variables were useful in the discrimination of the 
different types of follicular lesions. Among these variables, r2, a parameter related to the granu-
larity of the nucleus presented the best accuracy, sensitivity, specificity and positive and nega-
tive predictive values, distinguishing benign from malignant lesions. Conclusion: The morpho-
metric analysis of nuclear chromatin images may add accuracy to the differential diagnosis of 
follicular patterned lesions. Arq Bras Endocrinol Metab. 2009;53(7):804-10.
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INTRODUÇÃO

O diagnóstico diferencial entre algumas lesões da ti-
reoide é, muitas vezes, difícil, mesmo diante de 

amplas amostras do tecido. Em particular, o chamado 
“padrão folicular”, um grupo que inclui nódulos ade-

nomatosos ou hiperplásicos, adenomas foliculares, car-
cinomas foliculares e variantes foliculares dos carcino-
mas papilíferos, pode causar dificuldades diagnósticas 
mesmo aos patologistas mais experientes (1). Por outro 
lado, um diagnóstico histopatológico preciso é essencial 
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Análise da textura nuclear da célula folicular

para o planejamento clínico e cirúrgico e consequente 
prognóstico do paciente (2,3). Métodos diagnósticos 
adicionais podem diminuir a ampla variação inter e in-
traobservador do exame anatomopatológico, otimizan-
do a decisão terapêutica (1).

Muitos marcadores de malignidade têm sido inves-
tigados, mas todos apresentam alguma desvantagem ou 
alguma limitação (4,5). Galectina-3, HBME-1 (Hec-
tor Battifora Mesothelial cell) e citoqueratina-19 (CK-
19) são os mais frequentemente utilizados na prática. 
Galectina-3 foi descrito como o mais sensível marcador 
diagnóstico para identificação pré-operatória de carcino-
mas da tireoide, com alta sensibilidade e especificidade 
em amostras histológicas e citológicas (6). Infelizmen-
te, vários estudos imunoistoquímicos e moleculares não 
foram capazes de provar a utilidade da galectina-3 no 
padrão folicular, já que foi demonstrada sua expressão 
em tecidos tireoideanos normais e também nas lesões 
benignas (7-9). O HBME-1 foi descrito como útil no 
diagnóstico de tumores foliculares (10-12). Infelizmen-
te, o HBME-1 parece se expressar com menor intensi-
dade em lesões com células de Hürthle ou alterações 
apócrinas, frequentes nas lesões foliculares (12). Um 
terceiro marcador, CK-19, também pode ser útil no 
diagnóstico da variante folicular do carcinoma papilífero 
por sua forte e difusa positividade citoplasmática (13). 
No entanto, nosso grupo, e outros, demonstrou que 
esses três marcadores têm sensibilidade e especificidade 
limitadas, mesmo quando usados em conjunto (14,15).

Estudos de morfometria nuclear vêm sendo emprega-
dos há mais de 20 anos no sentido de conferir maior pre-
cisão ao diagnóstico anatomopatológico quantificando 
objetivamente características morfológicas (16-18). Vá-
rios estudos morfonucleares por análise de imagem digital 
têm sido aplicados para análise do aspecto nuclear e do pa-
drão de distribuição de cromatina em diversas neoplasias, 
incluindo tireoidianas (19-22). Como alterações do me-
tabolismo celular influem diretamente na distribuição da 
cromatina, o estudo da textura nuclear permite detectar 
pequenas alterações que não são óbvias ao olho humano 
(23-26). Um estudo preliminar de nosso grupo sugeriu 
que alguns parâmetros morfométricos poderiam auxiliar 
no diagnóstico diferencial de lesões foliculares (16).

O presente estudo teve como objetivo ampliar o estu-
do anterior, verificando a utilidade da análise de imagem 
computadorizada na discriminação entre lesões foliculares 
benignas e malignas da tireoide e comparar os resultados 
àqueles obtidos por meio de estudo imunoistoquímico 
com os marcadores HBME-1, galectina-3 e CK-19.

MÉTODOS

Foram selecionados 76 blocos de lesões de padrão foli-
cular da glândula tireoide incluindo 12 nódulos adeno-
matosos (NA), 18 adenomas foliculares (AF), 24 carci-
nomas foliculares minimamente invasores (CFMI) e 22 
variantes foliculares do carcinoma papilífero (VFCP), 
todos previamente estudados por imunoistoquímica 
com galectina-3, HBME-1 e CK-19 (14). 

A digitalização das imagens foi realizada com o au-
xílio do fotomicroscópio Axiophot para campo claro, 
contraste e epifluorescência (Carl Zeiss), com a obje-
tiva de 100 aumentos Achroplan de imersão em óleo, 
acoplado ao sistema de câmara Axiophot e ao software 
para aquisição de imagens KS-300. A análise de ima-
gem digitalizada foi realizada após a aquisição de 100 
núcleos da periferia da lesão (somando um total de 
7600 núcleos). Cada imagem nuclear foi submetida à 
segmentação semi-interativa. Foram adquiridos núcleos 
sem sobreposição de qualquer estrutura, por exemplo, 
de outros núcleos. As imagens foram capturadas no 
foco em que a maior parte dos contornos nucleares 
estava nítida e somente foram adquiridos núcleos de 
células identificadas como foliculares, desprezando-se 
quaisquer outras, como exemplificado nas figuras 1 e 2. 
Considerando-se que a imagem digital de um núcleo é 
composta por pixels com graus de cinza formando um 
padrão, a textura nuclear depende da relação espacial de 
cada pixel com os pixels vizinhos, podendo-se utilizar 
modelos matemáticos para a sua avaliação (21). Com 
auxílio de um software, os núcleos segmentados foram 
transformados em imagens com diferentes graus de cin-
za (0 a 255).

Figura 1. Exemplo de imagem digitalizada de variante folicular do carcinoma 
papilífero (VFCP) adquirida pelo sistema fotográfico empregado (HE 100x).
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Análise da textura nuclear da célula folicular

As variáveis matemáticas utilizadas na análise de va-
riáveis densitométricas incluem o grau de cinza mínimo 
(GLevMin) e a média da densidade óptica (mDO).	

Variáveis de coocorrência 

As variáveis derivadas da matriz de coocorrência são 
calculadas a partir da relação entre os pixels em uma 
imagem convertida em graus de cinza e descrevem o 
quanto uma dada possibilidade de relação entre os pi-
xels se repete na imagem (15). 

A energia (“Energy”) é uma variável que designa re-
giões de intensa uniformidade nuclear em certos pon-
tos da imagem com relação aos graus de cinza. Assim, 
quanto menor a uniformidade entre os graus de cinza, 
menor é a energia, enquanto grande homogeneidade en-
tre os graus de cinza descreve alta energia. Calculou-se o 
percentil 5 da energia.

Entre os modelos matemáticos que permitiram ob-
ter dados das variáveis de coocorrência, utilizou-se o 
percentil 95 para cálculo da tonalidade (cluster shade) e 
da proeminência (cluster proeminence) dos agrupamen-
tos. Essas variáveis representam medidas de condensa-
ção da cromatina nuclear.

O parâmetro “goodness-of-fit” ou r2, também deno-
minado grau de aproximação da dimensão fractal de 
Minkowski-Bouligand, avalia o grau de granularidade 
da imagem nuclear. 

Os dados foram comparados por análise de variância 
(nível de significância α < 0,05) com uso do software 
WinStat 3.1.

Este trabalho foi desenvolvido após aprovação pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 
Médicas da Universidade Estadual de Campinas sob pa-
recer n° 388/2005.

RESULTADOS

A tabela 1 resume os dados de positividade para os 
marcadores imunoistoquímicos empregados: HBME-1, 
CK-19 e galectina-3.

Os resultados mais relevantes selecionados da análi-
se da imagem nuclear são descritos a seguir. 

Variáveis morfométricas

A variável P5FF mostrou diferença significativa entre ade-
noma folicular (AF) e a variante folicular do carcinoma 
papilífero (VFCP), além de diferenciar o carcinoma folicu-
lar minimamente invasivo (CFMI) da VFCP (Gráfico 1).

Figura 2. Exemplo de núcleo segmentado adquirido pelo sistema fotográfico 
empregado (HE 100x).

Avaliaram-se três grupos de variáveis na textura de 
cada núcleo: descritores morfométricos; densitomé-
tricos clássicos e descritores de matriz de coocorrên-
cia, incluindo a dimensão fractal e o seu “goodness of 
fit”. Esses parâmetros foram comparados às expressões 
quantificadas de acordo com o número de células e a 
intensidade da coloração imunoistoquímica das proteí-
nas HBME-1, CK-19 e galectina-3, conforme anterior-
mente descrito (14).

O equipamento utilizado e o software correspon-
dente pertencem ao Departamento de Anatomia Pato-
lógica da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp, 
local onde o trabalho foi realizado.

Variáveis morfométricas

Entre os descritores morfométricos, o fator de forma 
(FF) nos permite avaliar quão próxima a forma do 
contorno da imagem segmentada é da circunferência. 
Avalia a integridade do núcleo e, quanto mais próximo 
da forma arredondada, mais o FF se aproxima de 1. 
Quanto mais distante da forma arredondada (por alon-
gamento ou irregularidade no contorno), mais o fator 
de forma se torna próximo de zero.

Entre as variáveis morfométricas obtidas da análise 
de imagem nuclear, utilizou-se o percentil 5 do fator 
de forma.

Variáveis densitométricas

Estas variáveis analisam quantitativamente a densidade 
da cromatina nuclear. A relação entre os graus de cin-
za em uma imagem digital demonstram áreas de baixa, 
média ou alta condensação da cromatina, o que nos 
permite avaliar a densidade.

A densidade óptica (DO) é uma variável que se re-
fere à intensidade de luz que é transmitida após sua 
passagem pelo tecido em relação à intensidade de luz 
que incide sobre a imagem nuclear. A quantidade de 
cromatina em qualquer ponto da imagem nuclear é 
proporcional à densidade óptica. 
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Gráfico 1. Comparação entre nódulo adenomatoso (NA), adenoma folicular (AF), 
carcinoma folicular minimamente invasor (CFMI) e a variante folicular do carcinoma 
papilífero (VFCP) utilizando o quinto percentil do fator de forma (P5FF). 

Gráfico 2. Comparação entre nódulo adenomatoso (NA), adenoma folicular (AF), 
carcinoma folicular minimamente invasor (CFMI) e a variante folicular do carcinoma 
papilífero (VFCP) utilizando a média do grau de cinza mínimo (GLevMin).

Gráfico 3. Comparação entre nódulo adenomatoso (NA), adenoma folicular (AF), 
carcinoma folicular minimamente invasor (CFMI) e a variante folicular do carcinoma 
papilífero (VFCP) utilizando a média da densidade óptica (mDO).

Tabela 1. Positividade imunoistoquímica do HBME-1, CK-19 e galectina-3 em lesões foliculares da tireoide: nódulo adenomatoso (NA); adenoma folicular (AF); variante 
folicular do carcinoma papilífero (VFCP); carcinoma folicular minimamente invasor (CFMI). O padrão de positividade foi considerado: difuso (D) ou focal (F), sendo este 
último subdividido em focal segmentar (Fs) ou focal celular (Fc) de acordo com o método anteriormente descrito (11)

Diagnóstico  
(total casos)

Positividade (%) Padrão de positividade predominante (%)

HBME-1 CK-19 galectina-3 HBME-1 CK-19 galectina-3

NA (12) 4 (33,3) 2 (16,7) 1 (8,4) Fc (75) Fc (100) Fc (100)

AF (18) 10 (55,6) 6 (33) 2 (11) Fs (66,7) Fs (66,7) Fc (100)

VFCP (22) 18 (72) 11 (37) 11 (37) D (77,5) D (65,2) D (65,2)

CFMI (24) 15 (39,4) 5 (13,1) 5 (13,1) D (31,3) Fs (31,3) Fs (31,3)

Variáveis densitométricas

As variáveis densitométricas estudadas demonstraram 
diferenças significativas entre nódulo adenomatoso 
(NA) e AF; AF e CFMI, AF e VFCP, NA e CFMI e 
entre CFMI e VFCP. Entre todas as variáveis, a média 
do GLevMin (grau de cinza mínimo), representada no 
gráfico 2, distingue de forma clara os NA dos AF e os 
AF das VFCP.

A média da densidade óptica (mDO) diferenciou 
NA de AF, e AF de VFCP (Gráfico 3).

Variáveis de coocorrência 

São apresentados, a seguir, gráficos das variáveis deriva-
das da matriz de coocorrência que melhor discrimina-
ram os grupos de lesões foliculares estudadas. O quin-
to percentil da “energia” (P5Energy), apresentado no 
Gráfico 4, aponta diferença significativa entre todos os 
subgrupos, exceto NA e VFCP, mas representa a variá-
vel que obteve o melhor desempenho em discriminar os 
quatro grupos estudados. O percentil 95 da tonalidade 
dos agrupamentos (P95CluShade) mostrou diferença 

significante entre todas as lesões foliculares (Gráfico 5). 
Observou-se que o percentil 95 da proeminência dos 
grupamentos (P95CluProem) diferenciou NA e AF, 
NA e CFMI, AF e VFCP, e CFMI e VFCP (Gráfico 6). 
A variável r2 mostrou diferença significativa entre NA 
e CFMI, NA e VFCP, AF e CFMI e entre AF e VFCP 
(Gráfico 7). 

Análise da textura nuclear da célula folicular
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Gráfico 4. Comparação entre nódulo adenomatoso (NA), adenoma folicular (AF), 
carcinoma folicular minimamente invasor (CFMI) e a variante folicular do carcinoma 
papilífero (VFCP) utilizando o quinto percentil da “energia” (P5Energy).

Gráfico 5. Comparação entre nódulo adenomatoso (NA), adenoma folicular (AF), 
carcinoma folicular minimamente invasor (CFMI) e a variante folicular do carcinoma 
papilífero (VFCP) utilizando o percentil 95 da tonalidade dos agrupamentos 
(P95CluShade).

Gráfico 6. Comparação entre nódulo adenomatoso (NA), adenoma folicular (AF), 
carcinoma folicular minimamente invasor (CFMI) e a variante folicular do carcinoma 
papilífero (VFCP) utilizando o percentil 95 da proeminência dos agrupamentos 
(P95CluProem).

Gráfico 7. Comparação entre nódulo adenomatoso (NA), adenoma folicular (AF), 
carcinoma folicular minimamente invasor (CFMI) e a variante folicular do carcinoma 
papilífero (VFCP) utilizando a “Best R-square of regression fractal dimension of 
Minkowski-Bouligand (r2)”.

Tabela 2. Acurácia, sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e 
negativo para as variáveis (%) na discriminação entre lesões benignas e malignas 
da tireoide

Variável Acurácia Sensibilidade Especificidade 
Valor 

preditivo
+

Valor 
preditivo  

-

r2 71,05 73,91  66,66 77,27 62,50

% HBME-1 68,42 56,52 86,66 86,67 56,52

mGLevMin 59,21 56,52 63,33 70,27 48,71

P5Energy 56,58 50,00 66,66  69,69 46,51

% galectina-3 56,57 28,26 100,00 100,00 47,62

% CK-19 55,26 26,09 100,00 100,00 46,88

P95CluProem 51,32 36,96 53,33 62,16 41,03

P5FF4 50,00 52,17 46,66 60,00 38,89

P95CluShade 47,37 60,87 26,66 56,00 30,77

mStdDOD 53,95 65,22 36,66 61,22 29,73

A tabela 2 resume a utilidade clínica de todos os 
parâmetros estudados. Observou-se que os melhores 
resultados em termos de acurácia, sensibilidade, espe-
cificidade, valor preditivo positivo e negativo foram ob-
tidos com a marcação com HBME-1 e com a variável 
morfométrica r2.

DISCUSSÃO

A popularização da ultrassonografia e da punção aspira-
tiva por agulha fina, métodos simples, de custo relativa-
mente baixo, de ampla disponibilidade e grande sensibi-
lidade, aumentou muito o número de casos suspeitos de 
câncer de tiroide encaminhados ao patologista (4,5,28). 
O câncer diferenciado da tiroide é o tumor cuja inci-
dência mais cresceu entre os anos de 1992 e 2002 nos 
Estados Unidos, particularmente à custa de tumores pe-

Análise da textura nuclear da célula folicular
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Não houve relação entre os valores quantificados da 
imunoistoquímica para qualquer um dos marcadores es-
tudados com as variáveis de textura nuclear analisadas.



C
o

p
yr

ig
h

t©
 A

BE
&

M
 to

d
o

s 
o

s 
d

ire
ito

s 
re

se
rv

a
d

o
s.

809Arq Bras Endocrinol Metab. 2009;53/7

quenos, atingindo índice de 6,3% ao ano entre 1997 e 
2003 [Surveillance, Epidemiology, and End Results Pro-
gram (SEER); dados disponíveis no site da American 
Cancer Society]. Registros nacionais de câncer [Instituto 
Nacional de Câncer (Inca); dados dos registros de base 
populacional] e publicações brasileiras mostram que um 
fenômeno semelhante vem ocorrendo no Brasil. 

O diagnóstico anatomopatológico preciso é fun-
damental para descartar malignidade e também para o 
planejamento terapêutico e consequente prognóstico 
do paciente com câncer da tiroide (3,4). Infelizmente, 
mesmo entre especialistas em patologia tireoidiana, o 
grau de concordância intra e interobservador beira os 
20% nas lesões de padrão folicular (1,29). Assim, ferra-
mentas auxiliares ao diagnóstico, como a imunoistoquí-
mica e a morfometria (16), têm sido buscadas. 

Usando lesões previamente estudadas com auxílio 
da galectina-3, HBME e CK-19, demonstrou-se, no 
presente estudo, que alguns parâmetros morfométricos 
que incluem variáveis morfométricas, densitométricas e 
de coocorrência podem acrescentar precisão ao diag-
nóstico histopatológico. 

Entre as variáveis morfométricas, o FF conseguiu 
distinguir lesões benignas de malignas (AF e VFCP) e 
mostrou diferença entre lesões malignas de padrão fo-
licular, como o CFMI e a VFCP. Realmente, o FF se 
correlaciona com o tamanho e a variação de forma dos 
núcleos, características essenciais que também podem 
auxiliar no diagnóstico citológico obtido por punção 
aspirativa realizada com agulha fina (30). 

As variáveis densitométricas foram úteis na distinção 
entre lesões benignas e malignas, como AF de VFCP.  
A variável densitométrica mGLevMin (média do grau de 
cinza mínimo) apresentou diferenças significativas entre 
lesões benignas e malignas, o que também era espera-
do, já que essa variável ressalta os aspectos nucleares de 
distribuição periférica e irregular da cromatina nuclear 
observados em casos de VFCP, quando se comparam 
aos núcleos hipercromáticos com cromatina mais densa 
e uniforme dos AF (30). Outra variável que se desta-
cou nessa análise foi o P5Energy, que se mostrou menor 
na VFCP, demonstrando que nesta lesão o núcleo tem 
uma menor organização da cromatina. Pode-se fazer 
um paralelo com os aspectos identificados à microscopia 
óptica, na qual a cromatina é “salpicada” e periférica, 
colaborando para o aspecto nuclear claro da VFCP (14). 

Entre as viáveis de coocorrência, observamos que o 
r2 diferencia lesões benignas de malignas, confirmando 
nossos dados preliminares anteriormente publicados e 

sugerindo que quanto maior a granularidade da croma-
tina, maiores as alterações observadas em células neo-
plásicas malignas (16).

A comparação de acurácia dos parâmetros utilizados 
na morfometria com os imunoistoquímicos já rotinei-
ramente empregados na caracterização das lesões de 
padrão folicular e no diagnóstico de malignidade em 
nosso serviço indica que a técnica de análise de imagem 
pode ser muito útil. Na verdade, essa técnica poderá ser 
ainda mais útil em células obtidas por punção aspirativa 
com agulha fina, cujo núcleo é mais facilmente isolado 
do que em tecido, pois as células estão mais esparsas no 
esfregaço. 

Conclui-se que a análise morfométrica, que depen-
de de simples incorporação de um software à análise 
digital de imagem já realizada em laboratórios de pa-
tologia, pode acrescentar acurácia à análise morfológica 
clássica e à imunoistoquímica na avaliação de lesões de 
padrão folicular. 
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