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RESUMO

Foram estudadas, pelo método da assinatura digital, 35 bidpsias esofagicas
provenientes de pacientes da provincia de Linxian, China, classificadas por dois
observadores com ampla experiéncia em patologia gastrointestinal como normais,
displasias ou carcinomas (8 casos normais, 6 displasias leves, 8 displasias
moderadas, 4 displasias acentuadas, 4 carcinomas suspeitos de invasao e 5
carcinomas invasores). O objetivo do trabalho foi caracterizar os nucleos das
populacdes celulares desses casos de forma que permitisse a derivacdo de
informagdes diagndsticas e de possivel implicagdo prognostica a partir do estudo
quantitativo das caracteristicas nucleares de cada caso ou categoria diagndstica.
As biépsias foram coradas pelo método de Feulgen, sendo entédo selecionados e
digitalizados 48 a 50 nucleos de cada uma delas. De cada nucleo foram extraidas
93 caracteristicas cariométricas, arranjadas arbitrariamente em histograma
designado como assinatura nuclear. Da média aritmética de cada caracteristica
dos nucleos de uma mesma bidpsia resultou a assinatura digital do caso. A
analise de fungdes discriminantes, baseada nas 15 caracteristicas cariométricas
que ofereceram melhor discriminagao entre as categorias diagndésticas, mostrou
que o grupo classificado como normal foi claramente distinto das demais
categorias. A densidade Optica total aumentou progressivamente segundo a
classificagdo das bidpsias, do normal a displasia acentuada, sendo o valor do
carcinoma semelhante ao da displasia moderada. A matriz de comprimento de
sequéncia apresentou o mesmo perfil, ou seja, ambas as -caracteristicas
ofereceram discriminacao clara entre as categorias diagnésticas, com excecao do
carcinoma invasor, cujos valores foram superponiveis aos da displasia moderada.
O estudo demonstrou a viabilidade da quantificagdo de caracteristicas nucleares
através das assinaturas nucleares digitais, que demonstraram diferencas
estatisticamente significativas entre diferentes categorias diagnodsticas e a
elevagao progressiva dos valores mensurados relacionados com o espectro das
lesdes, apresentando-as como um histograma (assinatura digital nuclear).
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ABSTRACT

35 esophageal biopsies of patients from the Linxian province in China, classified by
two experienced gastrointestinal pathologists as normal, dysplasias or carcinomas
( 8 normal cases, 6 mild dysplasias, 8 moderate dysplasias, 4 severe dysplasias 4
carcinomas suspicious of invasion and 5 invasive carcinomas) were studied by the
method of digital signature. The aim of this study was to characterize the nuclei of
these cases cell populations in such a way that diagnostic and prognostic
information could be derived from the nuclear quantitative features of each case or
each diagnostic category. The biopsies were stained by the Feulgen method, a
stechiometric reaction, 48 to 50 nuclei from each biopsy being selected and
digitized. 93 kariometric features were obtained from each nucleus and placed
arbitrarily in a histogram designated as nuclear signature. The nuclear signatures
of a case resulted from the mean values of each nuclear feature of the same
biopsy, divided by the standard deviation of the normal cell population. The
analysis of discriminant functions, based on the 15 kariometric features with the
best discrimination power among diagnostic categories, revealed that the group
classified as normal was clearly distinct from the other groups. Optical density
augmented progressively according to the biopsy classification from normal to
severe dysplasia, the value for carcinoma being similar to that for moderate
dysplasia. The run length matrix showed the same profile, that is, both features
offered clear discrimination among diagnostic categories, except invasive
carcinoma, whose values overlapped those for moderate dysplasia. The study
demonstrated the feasibility of the examination of quantitative nuclear features,
revealing statistically significant differences among the various diagnostic
categories and the progressive elevation of measured values in relation to the
increasing degree of the lesion, and demonstrating such differences as histograms
(nuclear signatures).
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1. Introducao e revisao da literatura

O carcinoma epidermdide € a neoplasia mais comum do esd6fago, constituindo-se
em um dos tumores malignos mais frequentes e mais letais do mundo. Tem
incidéncia especialmente elevada em paises subdesenvolvidos, sendo trés vezes
mais comum em homens que em mulheres (1, 2).

Diferencas geograficas em sua incidéncia estdo bem documentadas, tendo sido
identificados diversos focos em que o tumor tem incidéncias muito mais elevadas.
Enquanto a incidéncia em paises desenvolvidos gira entre 2,6 e 4,0 em 100.000
habitantes(3), em varios paises menos desenvolvidos estes niumeros sao muito
diferentes. Estas areas incluem a China (onde, em algumas areas a mortalidade
em 1973-1975 atingiu 161/100.000 homens) (4) , Ira, Casaquistdo, norte da
Argentina, sul do Brasil (5), Franca, Suica e partes da Africa (6). No Brasil, os
dados de 1999 colocavam o cancer de esd6fago como a 4a causa de mortalidade
entre homens (5,11/100.000), 6a entre as mulheres (1,56/100.000) e 60. quando
considerados ambos os sexos (4,77/100.000). A estimativa de incidéncia no Rio
Grande do Sul disponivel na pagina do Instituto Nacional do Céncer (INCa) na
Internet (www.inca.org.br) é de 20,93/100.000 homens, colocando-se como 4a
neoplasia maligna mais incidente. A mortalidade estimada para o mesmo ano de
2000 é de 12,53/100.000 homens, o que coloca o cancer esofagico como 3a
causa de 6bito. Dados ainda n&o publicados por Dietz, obtidos por comunicagao
oral, indicam, no Rio Grande do Sul, uma mortalidade de 15,6/100.000 homens e
3,9/100.000 mulheres no ano de 1998, com tendéncia a estabilidade, quando
considerados os ultimos 13 anos.

Estas diferencas geograficas fazem crer que existam diferentes patogéneses,
embora a neoplasia surja em uma mesma localizagdo e envolva o0 mesmo tipo de
célula (epitelial escamosa).

Em suas fases iniciais, os carcinomas de es6fago sdo geralmente assintomaticos,
vindo a manifestar-se apenas em suas fases mais avancadas, o que leva a um
diagndstico quase invariavelmente tardio. Considerando que o fator prognéstico
mais importante é a extensado da doencga (7), esse diagnostico tardio, por si s,
implica em um mau prognéstico (8). Nos carcinomas superficiais a situagédo € um
pouco diferente. Na literatura ocidental os carcinomas superficiais sdo definidos
como sendo aqueles que ndo invadem além da submucosa, independente da
presenca de metastase em linfonodos (9). Ja as literaturas japonesa e chinesa
definem o carcinoma esofagico precoce como sendo a lesdo que nao invade além
da submucosa e nao apresenta metastases (10). Utilizando-se qualquer uma das
definigdes, lesdes superficiais ou precoces tém progndéstico melhor. Os estudos
neste sentido, provenientes basicamente da Franca e, especialmente, do Japéao,
mostram um percentual entre 3 e 23% dos carcinomas como sendo superficiais ao
diagndstico, tendo tais indices melhorado nos ultimos anos. Estes pacientes tém
sobrevida de 86% em 5 anos e 56% em 10 anos depois da ressecg¢ao, atribuindo-
se a maioria dos oObitos a causas outras que nido o carcinoma epidermdide do
eso6fago (9).

As estratégias no sentido de modificar este panorama baseiam-se em dois pontos:
a busca de fatores etioldgicos e o diagndstico mais precoce das lesoes.



Em termos etioldgicos, enquanto os casos em populagdes de baixo risco estéo
geralmente associados ao consumo de alcool e tabaco, nas populagdes de alto
risco esta relagcdo € menos clara (11). Nessas populagdes de alto risco, muito se
tem investido na pesquisa de deficiéncias de fatores nutricionais (12, 13),
carcinégenos ambientais (1, 14), esofagite crbnica (15), fatores genéticos. A
possibilidade de relagdo do carcinoma epidermoide do eséfago com infecgao pelo
virus do papiloma humano (HPV) (16) tem sido explorada por alguns grupos.

A esofagite pré-existente também permanece como tema de debate. Estudos
realizados em populagcdes chinesas e iranianas, publicados entre 1979 e 1984
mostraram a relagdo da esofagite e da atrofia com o carcinoma escamoso, quando
nao associadas a doenga de refluxo (17-19). Estudos mais recentes e com
periodo de seguimento mais longo, no entanto, ndo conseguiram confirmar tal
relacdo (20, 21). O que se supde neste sentido € que, embora ndao possam ser
consideradas como um fator de risco isolado ou lesdo precursora do carcinoma
epidermédide do eséfago, esofagites moderadas a acentuadas poderiam criar um
ambiente favoravel ao seu desenvolvimento (22).

Fatores predisponentes genéticos, de um modo geral, ndo parecem ter um papel
muito importante no cancer de es6fago. Em estudo realizado em Singapura entre
imigrantes chineses, a geragédo nascida em Singapura tinha apenas 40% do risco
de cancer de esbéfago, quando comparada com a geragao nascida na China (6).
Sua relagao com a tilose, uma doenca rara, autossémica dominante, caracterizada
por hiperceratose palmar e plantar, no entanto, esta bem documentada (23) (24).
No que tange a relagdo do HPV com a carcinogénese no eséfago, os dados séo
controversos. Syrjanen, em 1982, chamou atencéo para alteragdes morfolégicas
semelhantes as lesbées condilomatosas em 24 de 60 carcinomas esofagicos
estudados (25). Numerosos trabalhos posteriormente realizados utilizando
técnicas diversas, tais como métodos soroldgicos, hibridizagdo “in situ” e PCR
(reacdo da polimerase em cadeia) mostraram resultados muito discordantes (16,
26-28).

Acreditava-se que pacientes com acalasia desenvolviam carcinomas esofagicos
mais precocemente que a populagdo em geral (29), mas que o tratamento precoce
da doenca reduziria significativamente tal risco (30). Estudos mais recentes, no
entanto, vieram a mostrar que pacientes portadores de acalasia, mesmo tratada,
tém um risco significativamente mais alto de desenvolver a neoplasia (31-33), e
que o acompanhamento de casos com 15 a 20 anos de evolugdo através de
endoscopia (34, 35) ou mesmo cromoendoscopia (36) € necessario.

Tanto no sentido de buscar fatores etiologicos quanto no de fazer diagndsticos
mais precoces, o estudo de populagdes de alto risco, por ser capaz de envolver
um grande numero de casos num periodo relativamente curto, € de grande
interesse(5). Este € o motivo pelo qual uma das regides em que este tumor tem
sido estudado mais profundamente é a China, onde os estudos de rastreamento
populacional em areas de risco foram iniciados em 1959 (8, 37).

Os estudos citoldgicos, realizados no esforgo para que o diagnéstico do carcinoma
de eséfago fosse feito mais precocemente, abriram o leque das discussdes sobre
as lesdes precursoras. Os estudos realizados em Linxian, China, acompanhando
uma populagédo de alto risco para carcinoma de esbéfago, provaram que tanto as
displasias moderadas e acentuadas quanto o carcinoma “in situ” estdo associados



a risco aumentado de cancer esofagico num periodo tdo curto como 3,5 anos (21).
Quanto maior o grau da displasia, maior o risco, embora a displasia acentuada e o
carcinoma in situ tenham apresentado riscos idénticos para o desenvolvimento de
neoplasia invasora.

Antes que fossem realizados estudos de impacto epidemiolégico, muito se discutiu
em torno da nomenclatura e da importancia dos diferentes graus de alteragao
naquilo que se quis chamar de lesao precursora.

As controvérsias comegcam na definicdo de normalidade (38, 39). Em 1994,
usando as categorias previamente descritas, Dawsey, Lewin e colaboradores (40),
apos reverem algumas centenas de biopsias provenientes dos estudos em
Linxian, passaram a utilizar como definicdo de normalidade em es6fago um
epitélio escamoso estratificado bem orientado, contendo uma zona basal e uma
zona superficial, com ou sem lamina prépria. A zona basal foi definida como
incluindo as células da lamina basal até o nivel em que os nucleos estivessem
separados por um didmetro nuclear. A zona superficial, incluindo todo o epitélio
acima da zona basal, seria aquela composta por células escamosas que se
tornam achatadas na medida em que vao se aproximando da superficie. Dentro
destas definigdes, linfocitos esparsos sdo admitidos dentro do epitélio, desde que
nao haja evidéncia de dano tissular. Queratinizacdo e paraceratose nédo séo
consideradas normais.

Displasia, por outro lado, € um termo antigo e controverso em medicina, que,
literalmente, significa “desenvolvimento tecidual anormal”, sendo utilizado com
diferentes sentidos em diferentes 6rgdos (rins displasicos, displasia mamaria,
displasia no colo uterino). O termo inicialmente cunhado por Papanicolaou foi
discariose, referindo-se a células num estado intermediario entre o normal e o
carcinoma (41) . O termo displasia passou a ser aplicado, a partir de 1953, a estas
células discaridticas que exfoliavam das lesdes do colo uterino (42), tendo sido
definido posteriormente por um comité internacional de nomenclatura, cujas
recomendagdes foram publicadas em 1962 (43). Desse modo, a palavra displasia,
em epitélios, € usada no sentido de alteragcbes arquiteturais e citoldgicas. Isso
significa dizer, por exemplo, nucleos aumentados de volume e hipercromaticos,
aumento do nimero de mitoses, perda de maturacéo do epitélio. E consenso que,
quanto mais baixo o grau de displasia, maior € a maturacéo do epitélio.

Nas lesbes que formam um continuo, a classificacao, apesar de necessaria para a
comunicagédo entre patologistas bem como entre estes e os clinicos, € sempre
algo arbitrario, ja que se baseia em descrigdes e na capacidade do observador de
perceber diferencas (44). No colo uterino, um dos sitios em que as lesdes
precursoras de carcinoma mais foram estudadas, as classificagdes para achados
citologicos e histologicos s&o diferentes, e ainda ndo ha consenso entre a
utilizacao de sistemas que categorizam as lesdes em trés graus (neoplasia intra-
epitelial graus I, Il e lll, em substituicdo ao sistema prévio de displasia leve,
moderada, acentuada e carcinoma “in situ”) (45), ou em dois graus (lesédo
escamosa intra-epitelial de baixo grau e lesdo escamosa intra-epitelial de alto
grau) (46). A exemplo disso, no tubo gastrointestinal ainda existe muita
controvérsia, e o estbmago pode ser tomado como um modelo deste debate. Os
critérios inicialmente publicados por Nakamura em 1966 (47) foram diversas vezes
revisitados, até que Centro de Referéncia para Classificagdo Histologica de



Lesbes Pré-Cancerosas do Estdbmago da Organizagdo Mundial da Saude foi
reunido, em 1978, definindo as lesdes precursoras do cancer gastrico e dividindo
as displasias em leve, moderada e acentuada (48). Os critérios ali publicados, no
entanto, incluiam alteragbes reativas na classe das displasias leves, causando
certa confusdo no manejo destes pacientes. Em fungdo disso, em 1984 novos
critérios foram publicados, restringindo-se o uso da palavra displasia para epitélios
de aparéncia neoplasica (49). A idéia de dividir as displasias gastricas em duas
categorias (ja que o manejo deste pacientes também oferece apenas duas opgdes
— acompanhamento mais frequente ou excisdo da lesdao) tem ganhado forga, de
maneira que algumas publicagdes falam em displasia de baixo grau e displasia de
alto grau (50). Outro ponto a ser destacado é a diferenga de nomenclatura
utilizada entre os patologistas ocidentais e da Sociedade Japonesa de Pesquisa
em Cancer Gastrico, ja que os japoneses utilizam como critério para o diagnostico
de carcinoma apenas o grau de atipia citologica, independente da presenga ou
auséncia de invasado da lamina propria, resultando em amplas diferencas inter-
observador em estudos internacionais (51-54). A publicacdo da classificagao de
Viena (55), ao reunir representantes de ambos grupos de patologistas, busca
consenso no diagnostico das lesdes do trato-gastrointestinal, estabelecendo cinco
categorias diagnésticas: (1) negativo para neoplasia/displasia, (2) indefinido para
displasia/neoplasia, (3) neoplasia ndo-invasiva de baixo grau (displasia/adenoma
de baixo grau/suspeito de carcinoma invasor), (4) neoplasia n&do-invasiva de alto
grau (displasia/adenoma de alto grau) e (5) neoplasia invasora (carcinoma intra-
mucoso, com invasao submucosa ou além). O debate e as publicagdes
envolvendo as lesdes escamosas do esbéfago ndo sao tdo numerosos. A
classificagao tradicional das lesdes pré-neoplasicas € a divisdo em displasia leve,
moderada e acentuada, e critérios especificos para seu enquadramento tém sido
publicadas, especialmente a partir dos estudos realizados na China. As
anormalidades do tipo atipia nuclear (aumento do tamanho nuclear, pleomorfismo
e hipercromasia nucleares), perda de polaridade e maturacdo celular foram
chamadas de displasia leve quando estavam confinadas ao tergo inferior do
epitélio, e displasia moderada quando envolviam os dois tergos inferiores do
epitélio. O diagndstico de displasia acentuada exige o envolvimento do tergo
superior ou o envolvimento de toda a espessura do epitélio (20, 21, 40). Estudo
recentemente publicado (54) reuniu dois grupos e propds-se a comparar 0s
diagnosticos de lesbes escamosas do eséfago entre patologistas ocidentais e
japoneses. A avaliacdo dos 21 casos de lesdes esofagicas superficiais mostrou
indices muito baixos de concordancia (kappa de 0,04, sendo que este indice é
considerado razoavel a partir de 6,0), ja que os critérios utilizados para as
classificagdes sdo essencialmente diferentes. Enquanto invaséo é o critério basico
para que patologistas ocidentais déem o diagndstico de carcinoma, patologistas
da escola japonesa consideram caracteristicas nucleares mais importantes. A
sugestao final deste estudo foi que se agrupasse a displasia de alto grau,
carcinoma nao invasivo e suspeitas de carcinoma em uma unica categoria de
‘neoplasia nado-invasiva de alto grau”. Por outro lado, em estudos basicamente
ocidentais, classificar as displasias escamosas do es6fago em apenas dois graus
(displasia de baixo grau e displasia de alto grau), a exemplo do que acontece no
colo uterino parece ser uma tendéncia atual. Se as displasias moderadas vao ser



enquadradas como displasia de baixo grau ou displasia de alto grau é uma
questao que ainda permanece em aberto (9, 56).

Em uma determinada escola ou uma vez definido o esquema de classificacao a
ser utilizado, o diagndstico das lesdes precursoras, pelo patologista, de um modo
geral, ndo se constitui em um grande problema, desde que tenha a experiéncia
necessaria.

Dentro do espectro de lesdes, de displasias menos graves para displasias mais
graves e carcinomas invasores, o patologista ndo pode, entretanto, pela
morfologia tradicional, determinar quais as lesdes, dentro de uma mesma
categoria diagnostica, sdo as que tém potencial de progredir e quais ficardo
estaveis ou regredirao.

Se, por um lado, a patologia € a ciéncia que estuda as causas, mecanismos e
consequéncias das doengas (57), por outro lado, a metodologia diagndstica em
citopatologia e anatomia patologica € sabidamente baseada no reconhecimento
visual e interpretacdo de padrbes e apresenta, por conseguinte, consistente
variabilidade interobservador e intraobservador, as quais derivam parcialmente da
complexidade e/ou sutileza de achados morfolégicos. Essa variabilidade existe em
métodos considerados simples, como a contagem no numero de mitoses, que,
além de ser fator determinante em alguns diagnésticos, como os tumores de
musculo liso (onde a contagem de mitoses € um dos principais critérios de
malignidade), tem importancia prognostica bem definida (58). Alguns estudos
mostram graus pequenos de concordancia intra-observador na avaliagdo de
tumores de mama, especialmente por patologistas considerados menos
experientes. A concordancia chega a ser tao baixa quanto 47 a 60%, enquanto
entre os patologistas mais experientes, a releitura da mesma lamina obteve
resultados semelhantes em 70% das vezes (59).

A razdo de tais diferengas reside em fatores muito diversos, que incluem as
imagens mentais (“templates”) que cada profissional tem para cada lesao
patoldgica, érgéo ou gradagao (que por sua vez esta intimamente relacionada com
a sua formagao e experiéncia pessoal, inclusive dentro de uma area especifica
(60)), e as diferentes énfases que cada um da aos diversos critérios que formam
as categorias diagnosticas (61).

Em tal contexto, a aplicagdo de metodologias como a morfometria e analise de
imagens digitais, que permitem a mensuragdo, com descricdo quantitativa e,
consequentemente mais objetiva de nucleos celulares em preparados histolégicos
pode contribuir no estabelecimento de critérios objetivos para as lesdes
precursoras do carcinoma epidermoide do eséfago.

A morfometria tem sua origem na cartografia, tendo sido utilizada para medir
distdncias em mapas geograficos. Nos primordios de seu uso na patologia, tais
estudos envolviam ndo apenas a mensuragao de areas em seg¢des histologicas,
mas também a avaliagcdo de volumes, formas e areas totais de superficie. Essas
estimativas forneciam a informacéo necessaria para desenhos realizados através
de técnicas manuais com posterior representacdo dos objetos em madeira ou
metal. Tal metodologia, no entanto, era tediosa e cara, sendo aos poucos
substituida pela estereologia nas avaliagbes de volume. Atualmente, na patologia,
o termo morfometria é utilizado para designar técnicas quantitativas que medem
caracteristicas tais como tamanho, area e textura em estruturas teciduais (62, 63),



enquanto a estereologia obtém dados tridimensionais a respeito de estruturas
microscopicas a partir de cortes histologicos (64). O uso dos computadores em
medicina veio a facilitar a execugao destas tarefas, através da analise de imagem
digital.

A anadlise de imagem digital € baseada na aceitagdo da hipdétese de que a
representacédo bidimensional de um objeto pode ser interpretada pela analise do
arranjo de unidades numéricas definidas, ou picture elements (pixels) que a
compde. Desse modo, imagens digitais podem ser submetidas a operagdes
l6gicas ou descritas por fungdes (62).

Quando a imagem do microscopio é convertida para imagem digital pela divisdo
em uma matriz de pixels, estes sdo arranjados em linhas e colunas, como pecas
individuais de uma grade. Quanto maior o numero de pixels de uma imagem,
melhor é o detalhe (resolugao) (65).

No estudo de fatores prognosticos, tém sido realizados estudos utilizando os
dados morfométricos nucleares associados a outros paradmetros tradicionais. Na
prostata, por exemplo, além do ja bem documentado valor da avaliagéo
densimétrica (ploidia) como fator progndstico, o uso de outros descritores
matematicos para o nucleo mostrou ser fator preditivo isolado, bem como
associado aos ja previamente descritos estagio clinico, escore de Gleason e
idade. Tal associagao foi capaz de estratificar os pacientes em trés grupos,
predizendo o tempo de progressao na curva de Kaplan-Meier (66).

Nas les6es escamosas do esdfago, o conteudo de DNA tem sido tomado como de
interesse nas lesdes epiteliais ndo-invasivas, no sentido de fazer predigcao de sua
evolugcdo, separando aquelas lesbes que progredirdo a carcinoma invasor
daquelas que permanecerao estaveis ou regredirao (4).

Estudo realizado em 1989 demonstrou sensibilidade de 100% na discriminagao
entre epitélio esofagico normal e displasico, utilizando diversos critérios
morfométricos, tais como area nuclear na zona superficial, perpendicularidade na
zona intermediaria, densidade nuclear, dentre outros, com uma especificidade de
96.8% (esta diferengca acabou sendo equacionada pela revisao de um caso
morfologicamente classificado como displasico que acabou por ser considerado
normal) (67).

Para fins didadicos, a analise de imagem pode ser dividida em estagios:

aquisicao e transcricdo da imagem para o formato digital (videomicroscopio,
conversor analogico/digital)

processamento (ou condicionamento) de imagem (correcdo de problemas de
iluminagao e optica do microscopio)

segmentacdo (determina os elementos ou conjunto de elementos que serao
analisados)

extracdo de caracteristicas morfométricas e fotométricas (a partir da imagem
obtida apds a segmentagao, o programa de computador faz a extracdo dos dados)
analise das caracteristicas (testes estatisticos)

classificagao.

Pela segmentacdo da imagem, os objetos digitalizados de interesse séao
distinguidos do fundo, utilizando para isso o discernimento humano, por meio de
sistemas semi-automatizados, ou pelo uso de tonalidades de cinza atribuidas a
cada pixel por meio de instrumentos completamente automatizados. A posicao e a



informacédo o6tica de cada pixel na imagem sao armazenadas na memoria do
computador como numeros que podem ser integrados para cada nucleo ou para
todos os nucleos de uma imagem (65).

Baseado nestes principios, o projeto TICAS (Taxonomic intra-cellular analytic
system) da Universidade de Chicago foi criado em 1968, entdo ainda baseado em
fotometria analdgica para o estudo de nucleos celulares, descrevendo suas
caracteristicas de densidade Optica, buscando a validagao do conceito de que a
distribuicdo da cromatina nuclear segue padrées definidos (68, 69). Para
descrever tais padrdes, foram criadas caracteristicas numéricas, cuja validade era
testada nos nucleos que compunham os seus bancos de dados. Das mais de 400
caracteristicas iniciais estudadas em varios 6rgaos foram selecionadas 93, que
passaram a ser aplicadas em outros modelos.

Este novo conjunto de caracteristicas densimétricas passou a ser designado de
assinatura nuclear digital, e suas primeiras publicagdes surgiram em 1998 (70-72).
Nestes estudos foi sugerida a utilizagdo da assinatura nuclear como forma de
caracterizagcao especifica de nucleos e populagdes celulares, posto que cada
nucleo tem uma assinatura especifica.

No nosso meio, o primeiro trabalho utilizando as assinaturas nucleares foi
realizado com material de prostatectomias, e foi capaz de detectar alteracbes das
assinaturas em nucleos morfologicamente normais, préximos a lesées precursoras
ou areas de carcinomas (73).

A assinatura nuclear € uma proposta arbitraria de representacao grafica, através
de um histograma, dos valores morfométricos, tais como area do nucleo e sua
circularidade, e valores de densidade Optica e sua distribuicdo espacial, conforme
a figura 1.
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Figura 1. Assinatura nuclear de uma célula epitelial, representada no canto
superior direito. As caracteristicas de descritivas da densidade 6ptica total, area,
circularidade e RMS estao representadas em preto e violeta . As matrizes de co-
ocorréncia e comprimento de sequéncia tém, respectivamente, as cores laranja e
verde no histograma. As caracteristicas representadas em vermelho, cinza e
amarelo descrevem a distribuicdo da densidade oOptica e das matrizes de co-
ocorréncia e comprimento de sequéncia. As caracteristicas sao expressas em
unidades arbitrarias comparaveis entre si apenas no mesmo grupo de
caracteristicas. As cores utilizadas na figura tem o objetivo de facilitar a
compreensao da estrutura das assinaturas nucleares.



As caracteristicas descritivas da textura da cromatina nuclear foram dispostas de
forma arbitraria, sendo inicialmente expressos valores como densidade optica total
e area nuclear, seguidos das frequéncias relativas de ocorréncia de eventos
(elementos de imagem) nos intervalos do histograma de densidade Optica e os
respectivos desvios padrdo. A matriz de co-ocorréncia foi disposta apds o
histograma de densidade Optica. A matriz de comprimento de sequéncia (run
length matrix) correspondeu ao terceiro grupo de caracteristicas. Ao final do
histograma foram distribuidas as caracteristicas denominadas conjunto de
avaliagcdo de sequéncias, densidade Optica e numero total de pixels. Essas
caracteristicas sintetizaram as distribuicbes das caracteristicas de densidade
Optica, co-ocorréncia e matriz de comprimento de sequéncia através da descricao
do formato do histograma de densidade Optica dos elementos de imagem,
uniformidade das matrizes e assim por diante. A figura 1 mostra o histograma de
uma assinatura nuclear com as ordens de dependéncia das caracteristicas de
textura nuclear. A assinatura nuclear representa graficamente conjuntos de
caracteristicas de textura de cromatina que permitem ao observador reconhecer
padroes e tendéncias de distribuicdo de valores. A descricdo de cada uma das
caracteristicas esta no anexo 3.

A andlise de imagem, na medida em que busca alteragées subvisuais, como
variagdes de densidade de cromatina e padrdes de repeticdo destas densidades,
pode ser util na tentativa de se determinar quais os pacientes que, frente a um
determinado diagnéstico, teriam a necessidade de uma terapéutica mais
agressiva.

2. Objetivo

Estudar quantitativamente, pelo método da assinatura nuclear, as caracteristicas
celulares e teciduais de 35 biopsias de epitélios esofagicos, obtidas em Linxian,
China, por indicagao de estudo citolégico prévio pelo baldao chinés e que foram
classificadas como normais, displasias, ou carcinomas.
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3. Material e Métodos

Foram analisadas 35 biopsias obtidas em 1985 na provincia chinesa de Linxian,
de pacientes que, tendo sido submetidos a colheita citologica com baldo chinés,
tiveram o diagnéstico citologico de displasia. Estes foram submetidos a
endoscopia digestiva alta, durante a qual foram feitas bidpsias aleatérias do tergo
meédio e distal do esbdfago. As bidpsias do presente estudo foram escolhidas
aleatoriamente, dentro de cada categoria, do banco de casos do Instituto Nacional
de Saude (NIH), Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos

O material foi fixado em formalina neutra a 10%, sendo entdo submetido a
processamento histolégico de rotina no Sloan Kettering Cancer Institute em Nova
York.

As bidpsias, uma vez coradas pelo método de hematoxilina-eosina, foram
avaliadas por dois patologistas, com ampla experiéncia em patologia gastro-
intestinal, do NIH, NCI. Os diagnésticos foram agrupados em seis classes: normal,
displasia leve, displasia moderada, displasia acentuada, carcinoma suspeito de
invasdo e carcinoma invasor. Os critérios para tal classificacdo sao os publicados
em 1994 (21), e estdo detalhados no anexo 1. Outros cortes dos mesmos
fragmentos foram corados pelo método de Feulgen, sendo entdo submetidos a
captura e analise de imagem digital por sistema de captura de imagens.

Foi utilizado o sistema de captura de imagens do laboratério de analise de
imagens biomédicas do Centro de Ciéncias Opticas da Universidade do Arizona
em Tucson, EUA, dotado dos seguintes componentes (74):

Elementos Oopticos: foram utilizados dois microscopios Opticos convencionais
marca Zeiss (Oberkochen, Alemanha) e Leica (Wetzlar, Alemanha), dotados de
sistemas de iluminagcdo Koehler, com fontes estabilizadas e regulaveis de luz
incandescente e condensadores Abbé com aberturas numéricas de 0,9. O
microscopio Leica foi equipado com plataforma de controle automatico
computadorizado (LANG, Wairtemberg, Alemanha) e lente objetiva plano-
apocromatica de 20 aumentos e abertura numérica (A.N.) de 0.75 (NIKON,
Melville, NY, EUA). O microscépio Zeiss foi equipado com objetiva plano-
apocromatica de imersdo em Oleo de 63 aumentos (Zeiss, Oberkochen,
Alemanha) e abertura numérica de 1.40. Os dois microscépios contavam com
fototubos, otica plana com ampliacdo de 1x e lentes de projegdo com 10
aumentos, determinando resolucbes finais de 200 e 630 aumentos,
respectivamente.

Dispositivo CCD: foi acoplada uma videocamara Sony 3 CCD DXC 760 (Sony,
Park Ridge, NJ, EUA) ao fototubo do microscopio Leica para captura de imagens
com magnificagado de 200x. Para captura de imagens de alta resolucéo foi utilizada
uma videocdmara monocromatica Vidicon (75) (COHU, San Diego, CA, EUA)
acoplada ao microscopio Zeiss. As imagens foram monitoradas durante as
sessbes de captura através de monitores de video Sony (Park Ridge, NJ, EUA)
Trinitron PVM 1954Q com telas de 19 polegadas.
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Placas digitalizadoras de imagem: foram utilizadas duas placas de captura DASM-
VIP (Analogic Co., Peabody, MA, EUA) de captura estatica, gerando quadros de
640 X 480 elementos de imagem, cores de 24 bits (camara Sony) ou 256 tons de
cinza (camara COHU), sendo estas imagens gravadas em disco rigido com copias
de seguranga em CD-ROM gravavel. Os arquivos de imagem foram gravados no
formato IMA, criado na Universidade de Chicago como parte do projeto TICAS
(121), podendo ser convertido em qualquer outro formato convencional, como
TIFF (Tagged Image File Format) e JPEG (Joint Photographic Experts Group).
Microcomputadores: As placas de captura de imagem foram conectadas a dois
computadores Sun Sparcstation Ultra 2 (Sun Microsystems, Palo Alto, CA, EUA),
cada um com 2 processadores RISC de 200 MHz, memdéria RAM de 1024 MB,
discos rigidos de 9 GB e dois monitores de 20 polegadas. O sistema operacional
utilizado foi o Sun Solaris versao 2.6. Foi utilizado, também, um microcomputador
padrao IBM-PC com processador Intel Pentium |l de 450 MHz (Intel, Santa Clara,
CA, EUA), 128 MB de memdria RAM, disco rigido de 14 GB e monitor de 17
polegadas. O sistema operacional utilizado nesse computador foi o Microsoft
Windows 98 (Microsoft, Redmond, WA, EUA). Todos os computadores operaram
conectados através de rede.

A metodologia utilizada para extragdo das caracteristicas de textura nuclear foi a
obtencdo de imagens de alta resolugdo (630x) de 48 a 50 nucleos de cada
bidpsia, selecionados aleatoriamente em areas alteradas ou de interesse. As
imagens foram entao revisadas e arquivadas para extracdo de caracteristicas de
textura nuclear. A resolugdo digital foi de seis elementos de imagem por
micrémetro.

Analise estatistica

A metodologia de analise estatistica incluiu os seguintes métodos: analise de
variancia (ANOVA), método de Kruskal-Wallis e analise de fungdes discriminantes.
A anadlise de variancia foi utilizada para obtencdo das médias e desvios-padrao
das caracteristicas cariométricas nucleares individuais e das populagdes celulares.
O método de Kruskal-Wallis (76) selecionou as caracteristicas que ofereceram
melhor discriminagcédo entre as categorias diagnosticas estudadas para a analise
de variancia (77). E a ultima foi aplicada para obtengao das curvas de progressao
das diferentes categorias diagndsticas.

Com o intuito de diminuir o nUmero de categorias para analise, 0os casos suspeitos
de invasao e carcinomas invasores foram colapsados em um mesmo grupo.

11



12

4. Resultados

Os 35 casos foram classificados segundo os critérios publicados em 1994 (40), e
detalhados no anexo 1. Foram diagnosticados 8 casos normais, 6 displasias
leves, 8 displasias moderadas, 4 displasias acentuadas, 4 carcinomas suspeitos
de invasdo e 5 carcinomas invasores. Para fins de avaliacdo cariométrica, os
casos suspeitos de invasao e os carcinomas invasores foram colapsados em uma
mesma categoria. O anexo 2 mostra a numeragdo sequencial utilizada no
presente estudo, a numeracao do protocolo do Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos (NCI), as categorias diagndsticas as quais cada caso corresponde
bem como o valor médio de assinatura obtido, definido como a média aritmética
dos valores de todas as caracteristicas cariométricas estudadas.

As figuras 2 a 6 apresentam as assinaturas nucleares digitais de cada caso, com o
valor médio da assinatura no canto direito de cada histograma. A figura 7
apresenta os histogramas com as médias aritméticas dos valores para cada
categoria diagnostica.
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Figura 2. Assinaturas nucleares digitais dos casos classificados como normais.
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Figura 3. Assinaturas nucleares digitais dos casos classificados como displasia

leve.
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Figura 4. Assinaturas nucleares digitais dos casos classificados como displasia

moderada.
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Displasia acentuada
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Figura 5. Assinaturas nucleares digitais dos casos classificados como displasia
acentuada.
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Figura 6. Assinaturas nucleares digitais dos casos classificados como carcinoma
epidermaide.

Outra possibilidade de apresentagao, mais adequada para a representagao das
médias aritméticas dos valores de assinaturas nucleares distribuidas nos cortes
histolégicos examinados €& o histograma denominado assinatura de padréo
histologico. Este histograma, caracterizando cada categoria diagnéstica esta
representado na figura 7. Os dados estdo distribuidos em 25 intervalos ao longo
do eixo x e o eixo y exibe a frequéncia de ocorréncia das médias aritméticas das
assinaturas em valores percentuais. Quanto maior a distancia no eixo x, maior o
grau de anormalidade nuclear.
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Figura 7. Assinaturas de padrao histolégico das categorias diagnosticas.
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A figura 8 apresenta a densidade 6ptica total de cada categoria diagndstica, onde
se pode observar o histograma da categoria diagndstica normal com quatro barras
verticais. A primeira barra, de pequeno valor, representa nucleos celulares
seccionados pelo micrétomo em diversas alturas, apresentando portanto
densidades Opticas menores que as duas colunas intermediarias, que
correspondem a populacéao celular de valor eupldide.

A analise estatistica inferencial foi realizada através da selecdo de quinze
caracteristicas que apresentavam maior discriminagao entre o grupo de casos
normais e o grupo dos carcinomas. Esta selecéo foi realizada através do método
de Kruskal-Wallis.
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Figura 8. Histogramas da densidade O6ptica total das categorias diagndsticas. A
linha tracejada em vermelho representa a referéncia da populagéo eupléide (2N).
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A partir da selecao destas caracteristicas, foi realizada analise de funcdes
discriminantes utilizando as caracteristicas previamente selecionadas. Os
resultados da analise de fung¢des discriminante sdo representados na figura 9,
junto com os valores de densidade Optica total de cada categoria diagndstica e
seus intervalos de confianga, apresentados na tabela I. O valor da fungao
discriminante para a categoria normal teve resultado negativo, o que reflete a
significativa diferengca entre essa categoria diagndstica e as categorias
representativas de processos patoldgicos.

Por fim, os histogramas com as duas caracteristicas cariométricas que ofereceram
melhor discriminacdo entre os grupos diagndsticos sao representados nas figuras
10 e 11, e os dados sdo discriminados nas tabelas Il e lll. E interessante observar
a elevagao continua dos valores de tais caracteristicas ao longo da progressao
das lesdes rumo ao carcinoma, com a redugao dos valores nesta categoria
diagnostica.

22



23

acentuada

0.4 moderada
-
L]

carcinoma
leve

densidade ética total
]

normal

1 0.5 ] 05 | 15

caracteristicas morfométricas

Figura 9. Analise de fungdes discriminante e os valores de densidade 6ptica total
de cada categoria diagnédstica,apresentados na tabela I.
Tabela I. Fungdes discriminantes e densidade 6ptica por categoria diagndstica.

Categoria Valor da fungao discriminante D.O.T.
Normal -0,67 0,171
Displasia leve 0,188 0,269
Displasia moderada 0,908 0,353
Displasia acentuada 1,255 0,432
Carcinoma epidermoide 0,512 0,302
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Figura 10. Valores de densidade éptica total de cada categoria diagndstica e seus
intervalos de confianga ,apresentados na tabela Il.
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Tabela II. Valores de densidade optica total por categoria diagndstica e seus
intervalos de confianca.

Categoria Densidade optica total I.C. 95%
Normal 0,171 0,026
Displasia leve 0,27 0,037
Displasia moderada 0,353 0,041
Displasia acentuada 0,432 0,056
Carcinoma epidermoide 0,302 0,033
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Figura 11. Valores de matriz de comprimento de sequéncia de cada categoria
diagndstica e seus intervalos de confianga, apresentados na tabela .

Tabela Ill. Matriz de comprimento de sequéncia por categoria diagnostica e seus
intervalos de confiancga.

Categoria Densidade optica total I.C. 95%
Normal 0,255 0,104
Displasia leve 1,841 0,226
Displasia moderada 4,546 0,282
Displasia acentuada 6,67 0,43
Carcinoma epidermoide 4,017 0,260
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5. Discussao

A anatomia patoldgica tem se baseado por mais de 150 anos na avaliagao visual
de células e tecidos através da microscopia Optica convencional. Utilizando tais
meétodos, essa especialidade alcancou elevado nivel de desempenho. No estudo
de casos, os patologistas baseiam-se em suas experiéncias profissionais, que
abrangem imagens mentais e conhecimentos de histologia, alteragbes
histopatoldégicas macro e microscopicas, progndstico de pacientes e respostas
possiveis a intervengdes terapéuticas. A integracdo desse conhecimento implica
no uso extenso de informagdes ndo oferecidas por imagens microscopicas.
Portanto, a anatomia patolégica € uma disciplina multifacetada e seu desempenho
€, em grande parte, dependente da integragdo de conhecimento clinico,
etiopatogénico e epidemiolégico ao reconhecimento de padrbes em imagens
macro e microscopicas. Além disso, o conhecimento diagndstico existente é
individual e por consequéncia, ndo permanente. Além desses aspectos, existem
situagcdes onde a avaliagcado visual tem desempenho excelente e outras onde esse
método n&o é confidvel ou mesmo aplicavel. Essas particularidades tornam
atraente a exploragao das possibilidades da imagética digital associada a outras
informagdes n&o-visuais.

Esse estudo foi desenhado basicamente para a demonstracao da viabilidade do
método no estudo das neoplasias malignas de eséfago. Projetos mais amplos
utilizando numero maior de casos serdo necessarios, sendo particularmente
interessante a aplicagdo conjugada de microdissecgao a laser, estudos de cortes
seriados em espécimes de esofagectomia e métodos de biologia molecular.

A metodologia envolvida n&o exige alteragbes das técnicas de bidpsia de 6rgéaos
ou tecidos, tais como aumento do volume de tecido amostrado, do tempo de
realizacdo dos procedimentos ou aumento de risco desses. Pode ainda ser
aplicada a qualquer material histologico fixado em formalina neutra a 10 % ou
alcool sem implicar em modificagdo de técnicas de processamento histoloégico e
coloragao.

As laminas avaliadas no presente trabalho representam cortes dos mesmos
blocos a partir dos quais foram feitos os preparados em que foi dado o diagndstico
primario. E sabido, entre os patologistas, que diferentes cortes de um mesmo
fragmento podem exibir uma variagao entre si. Ou seja, uma determinada lesao
pode aparecer nas primeiras laminas e nao fazé-lo nas seguintes, ou, pelo
contrario, ser evidente ou mais grave apenas nos cortes mais profundos do
mesmo bloco. Este € um dos potenciais vieses deste trabalho: os diagndsticos
pelos quais os casos foram agrupados foram efetuados em cortes de uma altura
bem diferente do bloco em relagdo aqueles que foram corados pelo método de
Feulgen, podendo a lesdo, portanto, estar representada de uma forma
significativamente diversa da interpretacdo inicial. Considerando que n&o seria
possivel realizar o presente estudo utilizando os cortes iniciais, a solugdo 6bvia
pareceria ser descorar as laminas que foram coradas pelo método de Feulgen (ja
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que este nao se presta para avaliagao rotineira de microscopia convencional), e
reagrupar os casos segundo a leitura feita a partir destas mesmas laminas.
Esbarra-se, no entanto, em primeiro lugar, na variabilidade interobservador, posto
que os pesquisadores que efetuaram os primeiros diagndsticos ndo estdo em
nosso meio para realizar esta nova leitura. Outro fator dificultante da resolucéo
deste potencial viés € a prépria variabilidade intra-observador. Entre o primeiro
diagndstico e a realizagdo do presente estudo passaram-se cerca de 15 anos.
Consequentemente, a vivéncia diagnostica de ambos os observadores, mesmo
sendo ampla naquele primeiro momento, obviamente foi acrescida de novas
experiéncias, o que também, potencialmente, influiria nos diagndsticos atuais.
Para ilustrar o quanto estes dois fatores (a variabilidade intra-observador e a
diferenca de altura de corte do bloco de parafina), somados as diferengas de
classificagdo, podem afetar a categorizacdo diagndstica, solicitou-se a um dos
observadores iniciais a leitura das laminas utilizadas no atual trabalho, descoradas
e recoradas pela técnica da hematoxilina-eosina (HE). Neste momento, os 35
casos foram classificados em normal/reativo, displasia de baixo grau, displasia de
alto grau, displasia de alto grau com possivel invasdo e carcinoma invasor. O
resultado desta nova avaliagédo, juntamente com a classificagdo inicial, esta no
anexo 2. Apesar de nao ser possivel medir o peso de cada uma das variaveis (as
diferentes alturas de corte do bloco, a variabilidade intra-observador e os
diferentes sistemas classificatérios), as diferencas séo ébvias.

Por outro lado, considerando a metodologia da analise de imagem, é necessario
considerar-se a possibilidade de efeito de campo, discutida mais adiante, que
baseia-se nas evidéncias de que as alteragbes sutis de padrdo de cromatina
podem estar presentes em distancias variaveis da lesdo, o que mantém a
validade das mensuragdes como método de avaliagéo de bidpsias.

As assinaturas nucleares dos casos normais no presente estudo apresentaram
valores e desvios-padrao pequenos, refletindo caracteristicas morfométricas de
uma populagdo celular homogénea e com diferengas estatisticamente
significativas das demais categorias diagndsticas estudadas. As tendéncias
observadas nas assinaturas nucleares a partir das células normais até as
displasias acentuadas reproduzem resultados observados em outros trabalhos
(71, 72), onde apenas as caracteristicas que ofereciam discriminagcdo entre
categorias diagnosticas foram utilizadas para classificagdo de nucleos celulares. O
presente estudo seguiu a metodologia descrita por da Silva (73), com selegéo
irrestrita de caracteristicas para identificacdo especifica e individual de nucleos e
lesdes com o propdsito de apresentagao visual de casos individuais e diferentes
categorias diagnosticas através das assinaturas digitais, utilizando todas as
caracteristicas de textura nuclear disponiveis, e n&o apenas aquelas que
oferecessem maior grau de discriminacao entre categorias. As diferencgas sutis de
expressao de caracteristicas redundantes podem conter as informacdes
necessarias para a correta identificagdo de nucleos ou lesdes, 0 que é um
procedimento diferente das metodologias de classificacdo existentes, baseadas
em morfologia classica. O pressuposto aqui apresentado € que essas diferencas
nao se devam apenas a aleatoriedade e variacdes entre pacientes, mas também a
diferencgas reais e mensuraveis dos nucleos e lesées estudados.
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Os casos de carcinoma epiderméide de eséfago apresentaram redugdes da
densidade O6ptica total e dos valores da matriz de comprimento de sequéncia em
relacdo a populacdo das areas de displasia acentuada, apresentando valores
sobrepostos aos das displasias moderadas. Este tipo de comportamento ja foi
previamente descrito em lesdes glandulares como na préstata e no proprio
estfago, em casos de esOfago de Barrett (72, 73, 78).

A coloragdo de Feulgen é estequiométrica e especifica para DNA. Porém, a
microfotometria do DNA com essa coloragcao e outros métodos estequiométricos
em cortes histolégicos apresenta restrigdes, ja que existem varios protocolos
diferentes para a reacado de Feulgen, com variagbes na formulagdo de corantes e
tempo de hidrolise do material. Até mesmo a fixagao pode alterar os resultados da
técnica (79). Porém o advento de kits comerciais de coloragdo de Feulgen, como o
da Merck (Merck, Darmstadt, Alemanha) podera diminuir tais variacbes. Além
disso, os procedimentos fundamentais para calibragao de videofotometro através
de filtros de densidade neutra e o uso de fontes estabilizadas de alimentagao nao
sdo aplicados corretamente em varios laboratérios. Mesmo que esses aspectos
venham a ser padronizados, existem outros problemas, como os relacionados a
nucleos parcialmente seccionados, que tendem a produzir valores hipodiploides
nos histogramas de densidade Optica total. Na tentativa de solucionar esta
questao surgiram propostas de algoritmos como o de McCready (80), que assume
que nucleos sao esféricos e que o DNA tem distribuicao uniforme por todo nucleo
celular, premissas que demonstram a impossibilidade de tal algoritmo solucionar a
questdo. Além disso, a lei de Lambert-Beer foi estabelecida para situacdes
similares aos pressupostos do algoritmo de McCready, onde existe a distribuigao
homogénea de corante, o que n&o acontece nos nucleos celulares e é
particularmente notavel em aumentos de 400 vezes ou mais. Todas essas
limitacbes reforcam a cautela na interpretacdo dos valores de densidade O6ptica
total como parametros na avaliagcdo de nucleos celulares mesmo por técnicas
estequiométricas. As assinaturas nucleares digitais, por oferecerem a avaliagéo de
varios parametros derivados da densidade Optica e relacionados também com a
distribuicdo espacial da cromatina, podem reduzir o impacto de tais restricoes.
Além disso, uma série de publicacbes comecga a surgir a partir do Centro de
Ciéncias Opticas do Arizona (Tucson, EUA) (70, 73, 78, 81), o que permitiu a
padronizacdo de metodologia de obtencdo de perfis de caracterizagado
cariométrica de nucleos celulares e sua introdugdo em nosso meio.

Foi observado um aumento progressivo dos valores da matriz de comprimento de
sequéncia em algumas faixas de densidade Optica da categoria normal até a
displasia acentuada, seguido de redugdo do valor desta caracteristica no
carcinoma, comportamento observado em trabalhos anteriores (73, 78, 82). A
traducdao morfolégica desta caracteristica morfométrica é a textura da cromatina,
do mais homogéneo e menos grumoso (como observado em nucleos normais) ao
mais grosseiro € grumoso, como observado nas displasias acentuadas (83) (a
descricdo da caracteristica estd no anexo 3). Nao existe, até o momento,
justificativa satisfatéria na literatura para esse achado, sendo a hipotese de maior
sustentacdo até o presente o possivel relaxamento estrutural da cromatina
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relacionado as alteragdbes das histonas que ocorrem nos processos de
transformacao neoplasica (84). Sendo a morfologia da célula o produto de um
sistema complexo e ainda pouco compreendido que integra a matriz extracelular,
o citoesqueleto e a matriz nuclear (85), comegam a surgir também evidéncias de
que a expressao génica altera e € também modificada na interagdo com a
estrutura tridimensional das células (84). Sinais mecanicos (86) e quimicos sao
transmitidos ao nudcleo celular, produzindo modificagbes na organizagao
tridimensional da cromatina (87, 88). As vias de transdugao desses sinais seriam,
possivelmente, as responsaveis pela modificagdo das histonas através da
fosforilagao e acetilacédo (89), conferindo-lhes as alteragdes descritas.

Alteragcdes morfométricas e densimétricas podem refletir as alteragdes cumulativas
do genoma celular causadas pela instabilidade genética. E as alteragdes
genéticas conhecidas mais frequentemente relacionadas a neoplasias malignas
podem ser agrupadas em (90): alteragdes sutis de sequéncia de pares de bases,
translocagcdes cromossOmicas, alteragdes no numero de cromossomos e
amplificagdes de genes. Apos duas décadas de extensa investigagao, no entanto,
0s mecanismos determinantes da instabilidade genética permanecem
desconhecidos (91-93). A hipdtese predominante é de que mutagbes ainda
desconhecidas determinariam a instabilidade genética e que algumas mutagdes
subsequentes levariam a progressao tumoral (92).

A anadlise de imagem de padrdes de cromatina tem demonstrado alteragbes
estatisticamente significativas em nucleos celulares muito antes destas se
tornarem visiveis ao estudo por microscopia optica convencional. Tal capacidade
de caracterizar nucleos pode fornecer uma conexao entre a morfologia nuclear
das lesdes neoplasicas intraepiteliais, carcinomas epiderméides e a deteccdo de
eventos moleculares por métodos da biologia molecular que sirvam como
marcadores em estagios ainda mais precoces. A interpretacdo com base em tais
padrées pode ser mais consistente do que predigdes baseadas em um ou dois
biomarcadores envolvidos em um sistema complexo de multipla retroalimentagéo.
A necessidade de aplicar conceitos relacionados a sistemas complexos no estudo
genético do céancer e dos fendtipos tumorais € sustentada pela prépria
instabilidade genética. A maior parte das neoplasias malignas € originalmente
clonal, derivando de uma unica célula (94) mas, ao mesmo tempo, altamente
heterogénea, ou seja: policlonal com respeito aos cariétipos e fendétipos de células
individuais (95-97), pelo surgimento de clones secundarios na evolucdo da
neoplasia. A integracdo de informacdes de modificagdes moleculares com
alteragdes morfolégicas subvisuais pode contribuir na deteccédo e avaliagao
prognostica de eventos precursores e de neoplasias.

As assinaturas nucleares baseadas em distancias padronizadas da populagao
normal fornecem a caracterizagdo imediata de um unico nucleo ou conjunto de
nucleos celulares para avaliagao visual de diferengas, similaridades e tendéncias.
O préoximo estagio de desenvolvimento dessa metodologia sera a utilizagédo das
assinaturas digitais para identificacdo positiva de nucleos com relagdo a
malignidade, o que dependera também do advento de metodologia de andlise que
considere a variabilidade devida a incerteza de conceitos imprecisos, tais como as
descrigdes de alteragdes morfolégicas em anatomia patoldgica e interacbes em
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sistemas complexos, caracterizadas por retroalimentacdo em multiplos niveis. A
emergéncia de técnicas adequadas sera fundamental para desenvolvimento de
uma medida de certeza de que um nucleo de fato representa claramente um
processo patoldgico e o quanto cada caracteristica cariométrica contribui para a
medida de certeza final. Atualmente, os sistemas especialistas podem ser uma
alternativa interessante para esse fim.

Outra aplicagdo possivel das assinaturas digitais € no desenvolvimento de um
biomarcador substituto (SEBM, ou surrogate endpoint biomarker) (98). Para isso,
dois aspectos sdo fundamentais: determinar as propriedades que tal biomarcador
deve possuir e a etapa do processo de progressao oncogénica que este marcador
deve sinalizar. Um biomarcador efetivo deve necessariamente permitir a deteccao
da progressdo tumoral. Isso aponta para entidades mensuraveis, que permitam o
desenvolvimento de escalas numeéricas. Ao mesmo tempo, o procedimento de
amostragem deve ser minimamente invasivo e permitir repetidas avaliagbes com
custo minimo. Além disso, tal indice de progressdo deve admitir a representagao
da reversibilidade de caracteristicas, permitindo avaliar ndo apenas a progressao,
mas também a estabilizagdo e regressao de lesdes, o que torna o marcador util
para estudos de intervengdo com agentes quimiopreventivos.
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6. Conclusoes

O presente estudo demonstrou a viabilidade da quantificagdo de caracteristicas
celulares e teciduais do epitélio esofagico através das assinaturas nucleares
digitais, pois permitiu:

a caracterizagcao de diferengas estatisticamente significativas entre os nucleos
normais e nucleos displasicos e neoplasicos.

O estabelecimento de um padrdo de distribuicdo progressiva de algumas
caracteristicas relacionada ao grau de displasia das lesbes precursoras do
carcinoma epidermdide de es6fago, sendo a densidade Optica total do nucleo e a
matriz de comprimento de sequéncia as de maior significancia estatistica.

A definichko de um grupo de 15 caracteristicas cariométricas capaz de

estabelecer, através de analise de fungbes discriminantes, uma curva de
progressao relacionada ao grau de displasia.
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Anexo 1
Critérios histologicos de classificagéo

1. Normal: epitélio escamoso estratificado bem orientado, com uma zona basal e
uma zona superficial, como ou sem lamina propria subjacente. A zona basal é
definida como incluindo as células da |d&mina basal até onde os nucleos sejam
separados por um didmetro nuclear. A zona superficial, incluindo todo o epitélio
acima da zona basal, é composto por células escamosas que vao se achatando
na medida em que chegam a superficie.

2. Displasia: atipia nuclear (aumento do tamanho, pleomorfismo e hipercromasia,
perda de polaridade e maturacado tecidual, sem invasdo das células epiteliais
através da membrana basal. Na displasia leve, estas anormalidades estao
confinadas ao terco inferior do epitélio; na displasia moderada, elas estao
presentes nos dois tercos inferiores do epitélio; na displasia severa elas envolvem
também o tergo superficial do epitélio. O envolvimento de toda a espessura do
epitélio, o chamado carcinoma “in situ”, foi incluido na classificacdo de displasia
severa.

3. Carcinoma epidermoide: identificacdo de células escamosas neoplasicas que
invadiram a membrana basal.

Quando a lesao estava confinada a Iamina propria ou muscular da mucosa, foi
chamado de carcinoma intra-mucoso ou carcinoma precoce. (40)
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Tabela |. Identificacdo dos casos, categorias diagndsticas e valores de assinatura

nuclear média por caso.

Protocolo (numeragao)

Categoria diagnostica

Assinatura média

2N (sq 1)

Normal

0,357

20N (sq 23) Displasia acentuada 1,110
42N (sq 2) Normal 0,385
48A (sq 3) Normal 0,386
52A (sq4) Normal 0,293
21A (sq 32) Carcinoma invasor 0,443
53N (sq 5) Normal 0,396
69N (sq 9) Displasia leve 0,498
79A (sq 6) Normal 0,404
87N (sq 8) Normal 0,370
99A (sq 15) Displasia moderada 1,236
98A (sq 37) Normal 0,350
131N (sq 24) Displasia acentuada 1,360
147N (sq 22) Displasia moderada 1,352
155N (sq 16) Displasia moderada 0,340
196A (sq 10) Displasia leve 0,469
190N (sq 17) Displasia moderada 0,931
179N (sq 31) Carcinoma invasor 0,623
206A (sq 33) Carcinoma invasor 1,272
215A (sq 28) Carcinoma invasor 0,397
271A (sq 11) Displasia leve 0,642
274N (sq 18) Displasia moderada 1,310
261A (sq 34) Carcinoma invasor 0,835
279N (sq 19) Displasia moderada 0,553
301A (sq 12) Displasia leve 0,666
291N (sq 26) Displasia acentuada 0,667
330A (sq 20) Displasia moderada 1,097
328N (sq 27) Displasia acentuada 1,530
378N (sq 13) Displasia leve 0,873
373N (sq 35) Carcinoma invasor 2,728
382A (sq 29) Carcinoma invasor 0,481
415A (sq 21) Displasia moderada 0,557
444N (sq 14) Displasia leve 0,673
449A (sq 36) Carcinoma invasor 0,394
460N (sq 30) Carcinoma invasor 0,509
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Figura 2. Displasia leve (HE, 1OOX):
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Figura Cinomanvor (E, 100X)

Figura 6. Carcinoma invasor (HE, 400X).

35

35



36

Tabela Il. Comparacao entre o diagndstico histolégico inicial (Diagndstico 1) e o
diagnostico efetuado nas mesmas laminas onde foram realizadas as medidas

cariométricas (Diagnéstico 2).

NUMERO DO CASO | DIAGNOSTICO 2 DIAGNOSTICO 1
2N Normal Normal

20N Alto grau Displasia acentuada
21A Carcinoma invasor Carcinoma invasor
42N Normal Normal

48A Normal Normal

52A Normal Normal

53N Normal Normal

69N Normal Displasia leve

79A Normal Normal

87N Indefinido Normal

98A Normal Normal

99A Baixo grau Displasia moderada
131N Alto grau (suspeito de invasdo) | Displasia acentuada
147N Alto grau Displasia moderada
155N Normal Displasia moderada
179N Alto grau DA/SI*

190N Baixo grau Displasia moderada
196A Normal Displasia leve

206A Alto grau (suspeito de invasdo) | Carcinoma invasor
215A Alto grau DA/SI*

261A Carcinoma invasor Carcinoma invasor
271A Baixo grau Displasia leve

274N Alto grau Displasia moderada
279N Normal Displasia moderada
291N Alto grau Displasia acentuada
301A Baixo grau Displasia leve

328N Alto grau Displasia acentuada
330A Baixo grau Displasia moderada
373N Alto grau (suspeito de invasdo) | Carcinoma invasor
378N Baixo grau Displasia leve

382A Alto grau DA/SI*

415A Baixo grau Displasia moderada
444N Baixo grau Displasia leve

449A Alto grau (suspeito de invasao) | Carcinoma invasor
460N Indefinido DA/SI*

* DA/ Sl: displasia acentuada / suspeito de invasao.

As diferencas mais importantes observadas na reclassificagdo foram as seguintes:




37

83N e 87N: eram normais no diagnéstico 1, e foram classificados como indefinidos
para displasia no diagndstico 2.

69N e 196A: na primeira classificacao, foram incluidos como displasia leve, sendo
reclassificados como reativos na segunda.

155N e 279N: haviam sido diagnosticados como displasia moderada em primeira
instancia, e foram agrupados como reativos na segunda.

460N: na ocasidao do primeiro diagnodstico, fora enquadrado na categoria de
displaia acentuada com suspeicdo de invasao, sendo reclassificado como
indefinido para displasia.
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Anexo 3

Descricao genérica das 93 caracteristicas de textura nuclear utilizadas. Foram
utilizadas as numeragdes originais do sistema TICAS, que contava com mais de
quinhentas caracteristicas. Por esse motivo, a numeragao das caracteristicas nao
€ sequencial. Algumas descrigdes, disponiveis apenas nas linguagens Fortran e C
foram adaptadas para a linguagem Basic, com o objetivo de simplificar a
compreensao.

Caracteristica 1: extingéo total ou densidade éptica total (DOT): € o somatério dos
valores de pixels em linhas e colunas dentro da area nuclear. O denominador &
um fator de correc¢ao para o sistema TICAS.

mx my
DOT =(1/16.48378975) * z ) ITi1[j]
=0 j=0
(i,j) inN
N = area nuclear
(i,]) in N: todos os pixels dispostos em linhas e colunas dentro da area

nuclear.

Caracteristica 2: area do nucleo em micrdmetros quadrados. O primeiro numero
no denominador € um fator de correcao para o sistema optico.

Area = area (pixels)
65.935159 (pixels/u2)
Caracteristica 3: Circularidade nuclear (roundness) - medida da semelhanga do
nucleo com relagao a forma de um circulo.
Roundness = p2/(4*n*A)
Estruturas perfeitamente circulares terdo a circularidade igual a 1.

Caracteristica 6: RMS - Root mean squared (76):

mx my
Ext2= % > 11112
=0  j=0
(i,j) in N
mx my
ExtSum= % > IR
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1=0 j=0
(i,j) inN
A = Area
RMS =+ Ext2 - ExtSum * ExtSum

ExtSum A A

Caracteristicas 8 a 25: Histograma de densidade oOptica até densidade 1.8 em
valores percentuais

10 (-i/ 100) = 1.0 fori=0 preto

0.016 fori = 180 — cor de fundo
Para a posi¢cao de cada pixel (i, j ) no nucleo, calcular: OD =int (I[i][j]/10.0 +
0.5)

Hist [OD] = hist [OD] +1

Existem duas possibilidades de célculo para o histograma de densidade optica:
utilizando a coloragao de Feulgen ou hematoxilina-eosina.

Considerando a faixa dindmica da densidade optica como 256 tons de cinza, o
valor zero passa a ser branco e 255, preto.

Feulgen: a faixa dinamica fica limitada a 180 em 18 grupos de 10 elementos.
Total: 180 tons de cinza (bins: 0-10, 11-20, 21-30). Essa limitagdo de faixa deve-se
a caracteristicas da coloragao.

HE: a faixa atinge os 255 tons de cinza em 17 grupos de 15 elementos (faixas: O-
15, 16-30, 31-45).
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Caracteristicas 26 a 61: matriz de co-ocorréncia (1, 0; i, j) (Cooccurrence matrix)
em 6 X 6 faixas de densidade 6ptica (D.O). Avalia o numero de pixels adjacentes
de mesma densidade em linha horizontal, gerando uma matriz como a figura A.1:

E realizada uma varredura horizontal da imagem, da esquerda para a direita,
gerando um valor para cada pixel em funcdo da densidade otica do pixel

adjacente.

Figura A1. A primeira tabela apresenta os valores de densidade éptica total (DOT)
de cada elemento de imagem em uma linha horizontal com oito elementos. A
segunda tabela exibe o numero de ocorréncias (co-ocorréncias) de elementos de
imagem adjacentes com valores de DOT dentro da mesma faixa.

103/0.3/09/04[04[04[06]0.3]

D.0

00-
0.3

0.31-0.6

0.61-0.9

0.91-1.2

1.21-1.5

>>1.5

0-0.3

0.31-0.6

W=

0.61-0.9

0.91-1.2

1.21-1.5

>1.5
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Caracteristicas 267 a 302 Matriz de comprimento de sequéncia (Run Length
Matrix)

[(2, 4, 6, 8,10, 12) X O.D. 0-1]

Avalia o numero total de pixels adjacentes com mesmo valor de O.D. A varredura
segue a mesma ordem descrita para 26-61 e gera também um valor para cada
pixel da imagem.

Figura A.2. A primeira tabela apresenta os valores de densidade 6ptica total (DOT)
de cada elemento de imagem em uma linha horizontal com oito elementos. A
segunda tabela exibe o numero de de elementos de imagem contiguos com
valores de DOT dentro da mesma faixa.

103/0.3/09/09/09[09]/06]0.3]

D.O. 1-2 134 5-6 7-8 9-10 11-12
0-0.3 1
0.31-0.6
0.61-0.9
0.91-1.2 |3
1.21-1.5
>1.5

Caracteristica 267: Faixa de densidade 6ptica (DO) dividida em seis intervalos,
cada um com amplitude de 0,3 unidades de DO. O numero de pixels consecutivos
na mesma faixa é contado. A caracteristica 267 corresponde ao comprimento de 1
a 2 pixels na faixa de DO de 0 a 0,3.

Caracteristica 268: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de
3 a4 pixels.

Caracteristica 269: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de
5a 6 pixels.

Caracteristica 270: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de
7 a 8 pixels.

Caracteristica 271: 0 mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de
9a 10 pixels.

Caracteristica 272: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de
11 a 12 pixels.

Todas as caracteristicas entre 267 e 272 descrevem a mesma faixa de DO (0 a
0,3).
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Caracteristica 285: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de
1 a2 pixels e faixa de DO entre 0,9 e 1,2.

Caracteristicas 303 a 307 Avaliacdo de sequéncias

Caracteristica 303: énfase em sequéncias curtas (Short Run Emphasis)
Caracteristica 304 énfase em sequéncias longas (Long Run Emphasis)
Caracteristica 305: desuniformidade de niveis de cinza (Grey Level Nonuniformity)
Caracteristica 306 desuniformidade de comprimento de sequéncia (Run Length
Nonuniformity)
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Caracteristica 307: percentuais de sequéncias (Run Percentage)

Considerando rlh [ i ] [ j ] como um valor ( i, j) na matriz de comprimento de
sequéncia onde:

i = unidades de D.O. e
j = comprimentos a partir dos grupos {2, 4, 6, 8, 10, 12}

6 6
T™P1= » = rh[i][j]
i=1 j=1
6 6
T™MP2= » = rh[i][j]/}2
i=1 j=1
6 6
TMP3= = = rh[i][j]/j2 *rh[i][j]
i=1 j=1
6 6
T™MP4= = [ T rh[i][j]]2
i=1 j=
6 6
T™P5= = [ T rh[i][j]]2

j=1 i=1
A =27* (numero total de sequéncias possiveis de comprimento 1)
Logo, as caracteristicas 303 a 307 podem ser definidas como:

Caracteristica 303: Enfase em seqiiéncias curtas (Short Run Emphasis)
SRE = TMP2 / TMP1

Caracteristica 304: Enfase em seqiiéncias longas (Long Run Emphasis)
LRE = TMP3 / TMP1

Caracteristica 305: Desuniformidade de niveis de cinza (Grey Level
Nonuniformity)
GLN = TMP4 / TMP1

Caracteristica 306: Desuniformidade de comprimento de sequéncia (Run Length
Nonuniformity)

43



44

RLN = TMP5 / TMP1
Caracteristica 307: Percentuais de sequéncias (Run Percentage)
RP =TMP1/A

Comentario: todos os valores sdo normalizados pelo numero de sequéncias nos
limites nucleares. As énfases em sequéncias curtas e longas s&o
autoexplanatdrias: o valores de SRE e RLE refletem a distribuicdo dessas
sequéncias no nucleo celular. A desuniformidade de niveis de cinza funciona da
seguinte maneira: Quando as sequéncias estdo distribuidas uniformemente entre
as faixas de D.O., o valor de GLN tende a ser pequeno. A desuniformidade de
comprimento de seqiéncia (RLN) mede se as seqiéncias estdo uniformemente
distribuidas através dos comprimentos ou ndo. Se as sequéncias forem muito
grandes, porém, o valor de RLN também sera elevado. O percentual de
sequéncias (RP) é a razdo entre o numero total de sequéncias encontradas e o
numero total de sequéncias possiveis, o qual esta relacionado a area total do
nucleo. Valores baixos desse parédmetro estdo relacionados a imagens com
estruturas lineares.

Caracteristicas 312 a 318

Caracteristica 312: heterogeneidade de densidade 6ptica (het).
Caracteristica 313: homogeneidade de densidade Optica (hom).
Caracteristica 314: compactagao (cl).

Caracteristica 315: condensagao (cond).

Caracteristica 316: densidade 6ptica 20 % abaixo do valor médio em valores de
cinza (av20b).

Caracteristica 317: valor médio de densidade 6ptica em valores de cinza (avext).

Caracteristica 318: densidade 6ptica 20 % acima do do valor médio em valores de
cinza (av20a).
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Caracteristicas envolvendo densidade optica:
Heterogeneidade:

h1= Nb + Nw
Nt

Onde:
Nb = numero de pixels pretos = pixels correspondentes a cromatina frouxa (clara)*
Nw = numero de pixels brancos = pixels onde a cromatina é densa (escura)*

Nt = total de pixels no nucleo.

Caracteristica 312: heterogeneidade: HET = h1

h2= Ng
Nt

Ng = numero de pixels em diferentes tons de cinza, correspondendo ao valor
médio.

Nt = como definido acima.

Caracteristica 313: homogeneidade: h2 =1 - h1
Para cada conjunto de 8 pixels em uma linha deve ser computada a diferenca:
diff = | nb - nw |
nb = numero de pixels pretos no conjunto de 8 pixels.
nw = numero de pixels brancos no mesmo conjunto.
| = valor absoluto

a sequir, o valor cl deve ser definido:

tm
cl= X diff

i=1

onde:
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tm = numero total de conjuntos encontrados no nucleo.

Logo:

Caracteristica 314: clumpness

cl=cl/nb+nw

Essa caracteristica reflete a granularidade considerando o tamanho e distribuicdo
de granulos bem como das areas claras.

Os oito pixels do conjunto representam menos de 1 micrébmetro an diregéo
horizontal.

Como o algoritmo € unidimensional, o calculo de diff na coluna seguinte aplica-se
ao mesmo granulo.

* Todos os calculos s&o realizados na imagem negativa.

Caracteristica 315: condensagé&o (condensation):

cond =cl/nt

O valor médio é definido como:
)y > ITi1[j] /Nt

u=(i,j) inN

Logo:

Caracteristica 316: densidade optica 20 % abaixo do valor médio em valores de
cinza (av20b):

av20b =0,8 * n
Caracteristica 317: valor médio de densidade éptica em valores de cinza (avext):
avext = u

Caracteristica 318: densidade 6ptica 20 % acima do do valor médio em valores de
cinza (av20a):

av20a=12"p

Obs.: para heterogeneidade, os valores baixos representam pouca compactagéo
da cromatina. Valores proximos de 1 traduzem nucleos com grande compactagao.
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Porém o valor é aplicavel para nucleos totalmente brancos bem como totalmente
pretos.

Sendo a homogeneidade o complemento da heterogeneidade, ela descreve
conjuntos especificos de pixels, o que significa que é possivel estimar a média de
valores de cinza assumindo um coeficiente de variacéo de 5 %.

Ambas sdo medidas temporais de textura, sem sensibilidade para identificar a
distribuicdo espacial de cromatina condensada. Mapas de pixels permitem a
descricao da distribuicdo espacial de cromatina. Valores individuais ndo podem
descrever tais caracteristicas adequadamente.

A compactacéo (clumpness) reflete a distribuicdo de granulos em intervalos de 1
micrémetro. Granulos pequenos determinam valores pequenos de compactacao.
A condensacao reflete a fracdo correspondente aos gréanulos largos. Os valores
para condensacao se aproximam dos valores de compactacido quando todos os
pixels sdo pretos ou brancos. Se pixels de valores intermediarios estiverem
presentes, o valor de condensacao sera menor que o da compactacao.

Cond =cl * het

Caracteristicas 319 a 321
Caracteristica 319: total de pixels pretos no nucleo (nb).
Caracteristica 320: total de pixels cinzentos no nucleo (ng).

Caracteristica 321: total de pixels brancos no nucleo (nw).

O célculo dessas caracteristicas é feito pelo seguinte algoritmo:

Let th1=av20b
th2 = av20a

Begin

Letnb=ng=nw=0

Forallx=(i,j)inN
{

if(I[il[jl1<th1)nb=nb+1

if(I[i1[j]1>=th1 ANDI[i][j]l<=th2)ng=ng + 1
}

End
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