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RESUMO

Em neoplasias malignas, a angiogénese parece favorecer nao s6 o crescimento
celular como a disseminacao sistémica, tendo, potencialmente, valor diagnéstico,
progndéstico e para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Contudo,
que este papel € varidvel de um tumor para outro, o que provavelmente reflete
diferencas bioldgicas entre as neoplasias e limitagdes ou variagbes metodoldgicas dos
estudos realizados. Nas neoplasias ovarianas, devido a escassez de trabalhos e
grande variabilidade metodoldgica destes, o papel da angiogénese ainda nao esta
estabelecido. Objetivos: (1) avaliar a influéncia de diferentes variaveis metodoldgicas
na quantificacdo da angiogénese em tumores ovarianos; (2) estabelecer fungbes
matematicas para a conversdo de resultados obtidos com variantes metodolégicas.
Metodologia: em tumores ovarianos diagnosticados no CAISM-Unicamp entre 1997 a
2003, a vascularizagao identificada por meio imunocoloracao foi quantificada através
da determinagdo de densidade microvascular e area endotelial. Foram avaliadas
comparativamente as variantes metodologicas: formato de imagem (TIFF vs. JPEG) e
namero de campos de analise (1, 3, 5, 10, 15 e 20 campos de médio aumento)
Resultados e conclusdes: O impacto do formato de imagem sobre a quantificagao
vascular em tumores epiteliais ovarianos pode ser considerada pequena, ja que a
concordancia entre imagens TIFF e JPEG ¢é elevada (ICC>0,75). Constitui excecao o
contraste TIFF vs. JPEGs de baixa qualidade, na variavel densidade microvascular
automatica. Nesse caso, a interconversdo de valores pode ser realizada através de
fungbes de corregcdo. Finalmente, no universo amostral avaliado, ndo foi possivel
caracterizar uma curva com platdé de estabilizacdo que permitisse a estimativa de N
minimo de campos capaz de garantir uma analise fidedigna de angiogénese em

tumores ovarianos epiteliais.
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ABSTRACT

In malignant neoplasms, angiogenesis seems to facilitate tumour growth and
metastasis, thus, bearing a potential role in diagnostic/prognostic assessment, as well
as in the development of new therapeutic strategies. However, the relative importance
of such a role is variable from one entity to another, probably reflecting biological
differences between tumours, as well as limitations or methodological variations
among studies. In ovarian neoplasms, due to paucity of studies and great
methodological variability among them, the role of angiogenesis is yet to be
established. The present study aims: (1) to evaluate the influence of different
methodological variables on angiogenesis quantitation in ovarian tumours and
(2) to establish, by linear regression, functions that may be used to interconvert values
obtained from different methodological variants. Methods: using ovarian tumours
diagnosed in our Academic Women’s Hospital (CAISM-Unicamp) from 1997-2003,
tumour-related vascularity was detected by CD34 immunostaining and quantified by
assessment of microvessel density and endothelial. Furthermore, the following
methodological variants were tested: image file format (TIFF vs. JPEG), and total
number of analyzed fields (1, 3, 5, 10 and 20 medium-power fields). Results and
conclusions: the impact of image format over vascular quantitation was considered
small, since the agreement between TIFF and JPEG was found to be high (ICC>0,75).
The only exception was represented by the contrast TIFF vs. low quality JPEGs in
automatic microvessel density assessments. Even in these cases, interconversion
could be achieved using prediction models developed in this study. As for the second
objective of the study, given the sampling universe used, we could not properly
characterize a stabilization plateau curve which could allow for extrapolation of the
minimum number of analysis fields (as required for an accurate morphometric analysis

of angiogenesis in ovarian epithelial tumors).
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1- INTRODUCAO



Os carcinomas ovarianos estdo entre as neoplasias malignas mais
frequentes do sistema genital feminino, em paises ocidentais desenvolvidos.
Além de prevalentes, estes tumores figuram entre as neoplasias ginecoldgicas
mais letais, sendo a quinta causa de morte em mulheres'. Devido a escassez de
sintomas, a evolugéo insidiosa e a falta de métodos diagnosticos de triagem em
larga escala, a maioria das pacientes chega a atencdo meédica j& em estadio
avancado, sendo a taxa meédia de sobrevida em 5 anos de aproximadamente
20%°. Atualmente, o cancer epitelial de ovario representa a neoplasia maligna do
trato genital feminino de pior progndéstico, respondendo por cerca de metade dos
6bitos por cancer ginecoldgico®. Frente a este insucesso diagnéstico e terapéutico,
tornam-se necessarios estudos que contribuam para um melhor entendimento
sobre a fisiopatogénese destes tumores. Em particular, seriam de grande valor
informagbes que permitissem o descobrimento/desenvolvimento de novos
parametros diagnosticos e de estratificagdo prognéstica, bem como de novas
estratégias terapéuticas. Neste sentido, o estudo da angiogénese destaca-se

como uma das linhas de pesquisa mais promissoras em tumores de ovario.

A angiogénese pode ser conceituada como a formacéao de novos vasos
a partir de células endoteliais maduras oriundas de um leito vascular

pré-existente®'°

, sendo o principal mecanismo de neoformacao vascular durante a
vida pos-natal'"'®'®. A angiogénese ocorre tanto em processos fisiolégicos
(e.g., modificagdes ciclicas do ovario, reparo tissular auto-limitado, etc.),
quanto em condicbes patolégicas (e.g., inflamacbes crénicas, doencas
metabdlicas, e processos neoplasicos benignos e malignos)*” %1415 Postula-se
que, quanto maior a proliferacdo de um tecido neoplasico, maiores seriam suas
necessidades metabdlicas e, consequentemente, mais expressivo o grau de
neoangiogénese'®. Sendo os tumores malignos geralmente de crescimento mais
rapido que os benignos, poder-se-ia prever também uma maior vascularizacao
naqueles do que nestes'®. Pela mesma analogia, considerando-se apenas as
malignidades, poderiamos supor que 0s tumores mais agressivos (de crescimento
mais acelerado) também apresentariam indices de angiogénese maiores.

Ainda em relacao as neoplasias malignas, um aumento na vascularizagao poderia,

Introdugéo
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em tese, favorecer sua entrada na circulagdo sanguinea e, consequentemente,
sua disseminacao sistémica (metastatizagdo). Em conjunto, estas suposicoes,
se confirmadas, teriam grande impacto diagnéstico (i.e., no diagnéstico diferencial
entre entidades benignas e malignas (quando morfologicamente semelhantes)),
progndstico (suplantando ou complementando outros fatores estabelecidos em
neoplasias malignas e de malignidade limitrofe - tumores “borderline”)
e terapéutico (principalmente, na indicacao de estratégias de tratamento baseadas
em agentes anti-angiogénicos). Apesar de testadas exaustivamente em inUmeros
tumores nas Ultimas décadas, estas hipéteses foram apenas parcialmente

confirmadas'’.

Em algumas neoplasias, como os carcinomas ductais de mama,
as suposicdes acima delineadas foram confirmadas pela maioria dos autores'”.
Em particular, pdde-se estabelecer uma relagdo concordante entre angiogénese
aumentada, maior risco de metastase e, consequentemente, pior prognostico.
Todavia, em tumores como ovario, colon e pulmao, muitas discrepancias de
resultado foram observadas, tanto no diagnoéstico de malignidade/progressao
tumoral, quanto no estabelecimento de prognéstico’. Para alguns autores,
€ possivel que a importadncia da angiogénese seja variavel de um tumor para
outro, refletindo diferencas bioldgicas relacionadas a histogénese do tumor
(tipo de tecido ou linhagem que o origina) e/ou a propriedades intrinsecas da

entidade analisada'®"’.

Para muitos, todavia, as diferencas entre os varios
tumores assim como as controvérsias entre estudos relacionados a um mesmo
tumor parecem nascer fundamentalmente de iniUmeros problemas e variagcbes

metodoldgicos'®"”.

Na auséncia ou paucidade de estudos prospectivos e
retrospectivos com grandes casuisticas, esta controvérsia persiste até os dias de
hoje, comprometendo a evolugdo do conhecimento acerca da angiogénese

tumoral, no que toca sua importancia fisiopatoldgica e terapéutica.

Diferentes métodos de mensuracao podem ser utilizados na avaliacao
da angiogénese tumoral. Do ponto de vista histomorfolégico, a angiogénese
neoplasica pode ser estudada por meio de duas abordagens principais:

Introdugéo
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(1) através da analise de aspectos quantitativos (morfométricos) dos vasos
neoformados e (2) através do estudo de substancias pro- e anti-angiogénicas, em
nivel génico ou, mais comumente, de expressado protéica. Do ponto de vista
quantitativo, a primeira abordagem - considerada a forma mais direta de se avaliar
0 grau de vascularizagdo de um tumor - consiste em dois parametros principais:
a densidade microvascular (MVD, em inglés) e a area microvascular total

(TVA, em inglés)16,1 7,18,19,20,21 ,22,23.

A MVD é o método de quantificacdo de angiogénese mais utilizado na
literatura'”'%2"%2. Pode ser definida como um valor médio de contagem de vasos,
obtido através de uma metodologia historicamente pouco consensual, isto é,
variavel de estudo para estudo. Na maioria dos estudos, sdo contadas estruturas
microvasculares intra-tumorais em areas de maior concentragdo vascular
(“hotspots”), fora de areas escleréticas ou de necrose'”'®?'?2  Define-se como
“microvaso”, qualquer estrutura vascular, representada em secgéo transversal,
longitudinal ou tangencial, que se apresente nitidamente separada de outras

estruturas  semelhantes'” 92122,

De acordo com esta norma, dois ou mais
microvasos adjacentes (e nao contiguos no corte histolégico analisado) devem ser
contabilizados como estruturas separadas, mesmo que na realidade
correspondam a segmentos de Unico vaso tortuoso que “corta” o plano de secgao
histolégica mais de uma vez. Além disso, para ser considerada como um
microvaso, a estrutura em questdo ndo pode apresentar parede muscular®.
Ndo €& necessario apresentar lumen no corte histolégico avaliado.
Contudo, estando presente, ndo ha critérios bem estabelecidos que definam seu
didametro maximo. Alguns estudos propdem um didametro maximo de 350um
(ou o equivalente a cerca 50 hemacias enfileiradas), outros simplesmente néo
definem qualquer limite?***, Outro ponto de controvérsia diz respeito ao nimero de
campos analisados e ao diametro de campo/objetiva utilizados para tanto.
Na literatura, o niumero de areas analisadas variou de 2 a 5, enquanto o diametro

de campo variou de 0,3mm? a 1,452mm? 17192122,
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Também variaram os métodos de identificacdo das células endoteliais.
Nos estudos iniciais, a vasculatura era avaliada morfologicamente em cortes
histologicos corados em HE. Com o advento da imunoistoquimica,
varios marcadores tém sido utilizados para revelar os microvasos'’19%"22,
Dentre os marcadores mais comumente empregados, destacam-se: o antigeno
relacionado ao fator VIII (fator de Von Willebrand), o CD34 e a molécula
CD31/PECAM-1. Estes marcadores sao chamados em conjunto de

“pan-endoteliais”’’.

Em paralelo, outra classe de marcadores vasculares mais
recentemente descrita € a dos marcadores de “endotélio ativado e/ou em
proliferacdo”, sendo o representante mais conhecido o CD105 (endoglina).
Cada marcador apresenta suas vantagens e limitacbes préprias. Devido a
escassez de estudos comparando formalmente os diferentes marcadores
disponiveis, ndo ha concordancia na literatura quanto ao marcador ideal®.
Mesmo na auséncia de evidéncias cientificas a indicar qual deles seria o marcador
ideal, recentemente, dois consensos internacionais sobre metodologia em
avaliacao de angiogénese, expressando a opinido de pesquisadores renomados
nesta area, recomendaram a utilizacdo do CD34'%2°, Em nossa experiéncia prévia
com carcinomas do colo uterino, 0 CD34 mostrou-se mais reprodutivel e fidedigno,

quanto comparado a outros marcadores®.

Como mencionado acima, acredita-se que a falta de padronizacao
metodolégica na quantificacdo da angiogénese possa estar implicada nas
discrepancias de resultados encontradas na vasta literatura sobre angiogénese
tumoral. Com o intuito de superar alguns destes problemas, um consenso
internacional sobre metodologia e critérios para a avaliacdo da MVD foi
organizado® e posteriormente atualizado'®. Em conjunto, estes dois relatérios
propuseram um meétodo padrdo para a avaliagdo da MVD e estabeleceram
padrées de controle de qualidade direcionados ao aprimoramento da
reprodutibilidade entre centros de estudo. De forma complementar, Sharma et al.??
recomendaram a utilizacdo de critérios e métodos estabelecidos de modo
consensual, bem como a explicitacdo dos mesmos no corpo dos artigos a fim de
facilitar o seu uso em larga escala tanto na pratica clinico-patolégica quanto na
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pesquisa em angiogénese. Um programa de treinamento para morfologistas
inexperientes também seria desejavel dada a subjetividade inerente a metodologia
de selecdao de “hostpots” e de identificacdo de microvasos individuais.
Finalmente, cumpre lembrar que, apesar de terem sido enunciados arbitrariamente
como “Consenso”, os relatdérios mencionados acima ainda ndao gozam desta
prerrogativa na pratica, pelo menos ndo no que tange a literatura em tumores de

ovario.

A principal aplicagao pratica da MVD tem sido sua utilizacdo como fator
preditivo de crescimento tumoral agressivo, potencial metastatico e,
conseqilentemente, de sobrevida®’. Weidner et al.?® demonstraram que a MVD em
mulheres com carcinoma ductal invasor da mama é um fator preditivo
independente para comportamento agressivo. Estes autores encontraram um
aumento no risco de metastase de 1,17x para cada aumento de 10 vasos no MVD.
A maioria dos estudos subsequentes mostrou uma correlagcao entre MVD e varios

parametros prognésticos??°

, sendo a MVD um preditor significante para recidiva
local, sobrevida geral e livre de doenca, em pacientes com cancer de mama sem
metastases linfonodais'®. Em trabalho realizado recentemente pelo nosso grupo®,
utilizando lesbes escamosas do colo uterino, demonstrou-se uma associacao
importante entre alta vascularizacao, de um lado, e presenca de invasdao ou menor

grau de diferenciagao, de outro.

A area microvascular total (TVA) pode ser definida como a area
ocupada por microvasos por unidade de area de tumor, obtida com a utilizagao de
um microscépio dotado de objetiva (com aumento especifico e didmetro de campo
conhecidos), em um numero limitado de campos (geralmente, 3 ou 4),
subjetivamente selecionados em 4areas de maior vascularizagdo (“hotspots”)?2.
O método “Chalkley” representa um dos métodos mais utilizados para se estimar
indiretamente a TVA, ao mesmo tempo em que também fornece uma estimativa
de numero de elementos vasculares (como a MVD). Resumidamente, segundo
este método, uma ocular quadriculada, contendo 25 pontos de interseccao

(a chamada “graticula de Chalkley”) € aplicada sobre cada campo de “hotspot” e
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ajustada para que o maior numero possivel de pontos coincidam com os
microvasos. A média de 3 contagens assim obtidas é o valor final de Chalkley®.
O valor progndéstico da area microvascular total (TVA) tem sido enfatizada de
maneira freqlente em inumeros estudos. Além da contagem de Chalkley,
uma outra maneira de se quantificar a area microvascular é por analise de imagem
(morfometria). Da mesma forma que na determinagdo da MVD, inicialmente os
estudos de TVA envolviam laminas histolégicas coradas em H&E.
Mais recentemente, a TVA tem sido obtida em |aminas coradas para marcadores

vasculares pelo método imunoistoquimico?®.

Além das variacbes morfologicas e de significado biolégico que a
angiogénese pode assumir na dependéncia do tecido tumoral ou érgdo em que se
desenvolve, cumpre lembrar as dificuldades metodol6gicas na quantificacdo da
angiogénese que podem decorrer destas variagbes tecido-especificas.
Nesse sentido, os tumores epiteliais de ovario constituem-se em exemplo
emblematico. Enquanto os tumores de mama s&o habitualmente sdlidos,
os tumores de ovario freqlientemente sdo mais complexos arquiteturalmente,
exibindo areas cisticas e papiliferas®. No interior dos espagos cisticos, i.e.,
no espago livre entre as papilas, tém-se areas sem qualquer tecido
(espagos vazios) que, a priori, ndo poderiam ser contabilizadas como areas
negativas, o que muito dificulta a padronizagcdo/normalizagdo das contagens.
Trata-se de um problema tedrico-metodolégico de identificacdo quase imediata
quando se tenta reproduzir os protocolos de quantificagdo de angiogénese
descritos na literatura, mas que raramente é discutido ou sequer mencionado®®>".
E importante destacar que, apesar do grande nimero de trabalhos na literatura
sobre angiogénese em tumores, o conhecimento acumulado ainda é insuficiente
para generalizagdes amplas. A angiogénese depende em grande parte de fatores
e caracteristicas proprias do microambiente em que se processa, sendo, portanto
um processo tecido-especifico. Desse modo, é prudente que o conhecimento
adquirido a partir da experiéncia prévia com um determinado 6rgao ou tumor seja
investigado, testado e validado em outros tecidos de interesse.
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Utilizando os termos de busca “angiogenesis”, “ovary” e “cancer”,
uma pesquisa na base de dados “Medline” (realizada em marco de 2009 pelos
autores deste projeto) retornou 369 artigos, dos quais apenas 28 incluiam algum

tipo de quantificagdo histomorfolégica direta da vascularizagao tumoral®16:2430-4447-

® Nao bastasse a paucidade de artigos envolvendo quantificacdo
histomorfol6gica de vasos em carcinomas ovarianos, observam-se a partir da
leitura destes trabalhos inumeros pontos de controvérsia. Dos 28 trabalhos
assinalados, 21 abordaram a relacao entre angiogénese tumoral e prognéstico,
enquanto 15 discutiram questdes relacionadas ao diagnéstico histologico
(isto é, caracteristicas histoldgicas indicativas de comportamento, tipo histolégico e
grau histolégico da neoplasia). Houve, portanto, trabalhos que abordaram tanto
aspectos prognésticos quanto diagnésticos. Dos 21 trabalhos que abordaram
questdes prognédsticas, 13 confirmaram a tendéncia da literatura em atribuir a
angiogénese um valor preditivo sombrio, enquanto 8 néo detectaram qualquer
correlacdo ou (surpreendentemente) foram favoraveis a uma correlacdo com

3,16,30,31,32,37-44,46-53 Com

melhor progndstico relacdo a questdes diagndsticas

(dados morfolégicos), dos 15 trabalhos compilados, apenas 7 avaliaram a relacao

entre  angiogénese e  caracteristicas  histoldégicas indicativas  de

24,33-35,40

comportamento , verificando-se em 4 destes artigos uma correlagao direta

com o diagndstico de malignidade®2*4°. Nos outros trés trabalhos, a correlagao

foi inversa (lesdes mais benignas seriam mais vascularizadas; 2 trabalhos)?**'

ou inexistente®. Ainda, dentre os 15 artigos analisados, pouco mais da metade
(8 trabalhos) estudou a relacdo entre angiogénese com grau histoldégico de

d iferenCiagéo30,37,39,40,42,45,52,

Destes, apenas 2 mostraram alguma correlagéo,
sendo, contudo, divergentes nas conclusdes: enquanto um mostrou correlagao
com maior grau histolégico*”, o outro apresentou o inverso®. Finalmente,
6 trabalhos quantificaram a angiogénese segundo o tipo histolégico de tumor.
A metade (irés) destes trabalhos mostrou alguma correlacdo, ao contrastar

32,35

subtipos de carcinoma ovariano ou carcinomas de ovario vs. de mama®.
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Nos dois que estudaram os principais subtipos histologicos das neoplasias
epiteliais malignas do ovario, observou-se concordancia quanto a idéia de que os

tumores mucinosos seriam os de maior grau de vascularizagdo®°,

Dado que pelo menos parte destas dissonancias poderia ter-se
originado em problemas no método de quantificacdo da angiogénese, vale a pena
delinear também as principais caracteristicas metodoldgicas destes 28 trabalhos
compilados. Resumidamente, observou-se que a grande maioria dos trabalhos
(27/28) utilizou como parametro de quantificagdo a MVD. Apenas um trabalho
utilizou uma variavel de area vascular, através da determinagdo semi-automatica
da area de marcagdo endotelial’®. O marcador endotelial mais utilizado foi o
CD34 (16/28 trabalhos), seguido pelo Fator de Von Willebrand (8/28 trabalhos).
Apenas 3 trabalhos avaliaram comparativamente mais de um marcador
endotelial®*®"*%, Um Unico trabalho, de casuistica modesta (N= 58), utilizou o
marcador de endotélio neoformado CD105, comparando-o com o CD31%,
Curiosamente, na analise multivariada, apenas com o CD105 foi possivel detectar

correlacao entre MVD e pior prognéstico (menor grau de ressecabilidade).

Finalmente, pode-se questionar a validade técnica da maioria destes
28 trabalhos, uma vez que um total de 25 utilizou método subjetivo e/ou manual de
quantificacdo de vasos. Apenas 3 trabalhos introduziram algum grau de

16,24,51

automatizacao , visando melhorar a objetividade e a reprodutibilidade dos

resultados. Destes, 2 concordaram no conceito de que a angiogénese seria um

fator preditivo de melhor evolugdo clinica®*®’

, enquanto o terceiro defendeu o
oposto'®. E possivel que as diferencas de opinido entre estes trabalhos sejam
decorrentes de diferengas na variavel de quantificagdo de angiogénese.
Os trabalhos que propéem o grau de neoangiogénese como um fator relacionado
a bom progndstico utilizaram métodos semi-automaticos de quantificacdo da
MVD?**'. Ja o trabalho que associa maior vascularizagdo com pior prognéstico é o
Unico na Literatura de angiogénese em tumores de ovario a utilizar uma medida

indireta de area vascular total, a area endotelial total'®.
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2- JUSTIFICATIVA
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A partir do exposto nos paragrafos anteriores, pode-se concluir que a
literatura sobre quantificacdo de angiogénese em carcinomas ovarianos ainda é
escassa e extremamente controversa, ndo sendo possivel estabelecer o real papel
da quantificacdo da angiogénese como parametro de valor diagnéstico,
prognéstico ou preditivo terapéutico. E possivel que as diferencas de resultado
entre os estudos tenham sido ocasionadas por limitagcbes metodoldgicas
(subjetividade dos métodos manuais, disponibilidade restrita de marcadores
vasculares) ou pela simples variacdo metodoldgica entre estudos (definicbes ou
escolhas metodolégicas aleatérias ou arbitrarias). Além disso, poucos trabalhos de
angiogénese em neoplasias ovarianas utilizaram técnicas automatizadas/semi-
automatizadas de quantificacdo vascular, isto é, adjuntos metodoldgicos que
poderiam melhorar desde a reprodutibilidade até a prépria precisdo dos

resultados.

e

E preciso reconhecer que o verdadeiro papel da angiogénese em
tumores de ovéario sé sera estabelecido mediante estudos meticulosos e bem
planejados que confrontem valores de quantificagcdo vascular com critérios
diagnésticos e indicadores robustos de prognéstico ou de resposta terapéutica.
Todavia, antes que tais estudos sejam realizados, é de fundamental importancia
detectar e caracterizar, de forma detalhada, possiveis limitagbes da metodologia
de quantificacdo de angiogénese. Antes de associarmos diferencas de
neovascularizacao a diferencas biolégicas ou clinicas, € imprescindivel determinar
até que ponto essas variagcbes de angiogénese nao poderiam ser devidas
simplesmente a falta de precisao e reprodutibilidade das técnicas de quantificacao
de vasos. Por outro lado, também se deve questionar até que ponto vale a pena o
cultivo dos preciosismos metodologicos; muitas vezes o apego a praticas
ortodoxas e extremamente trabalhosas (e.g., andlise de numero exagerado de
imagens por caso, proibicdo do uso de imagens capturadas em formatos de alta
compressao [JPEG], etc.) pode ndo apenas ter pouco impacto na qualidade do
trabalho, como dificultar a adaptacao da técnica em questdo as condicoes de

rotina clinica ou laboratorial.
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Em sintese, o presente trabalho vem de encontro as consideragbes
feitas acima, ao propor a (1) investigacdo de possiveis fontes metodoldgicas de
erro na analise quantitativa de angiogénese e (2) a quantificacao de seu impacto,
sempre que possivel. Pode-se supor que, com as informacdes geradas por este
estudo, sera possivel a proposicdo de um novo corpo de praticas e normas de
qualidade em angiogénese quantitativa, seja qual for o seu contexto de aplicacao -
rotina diagnédstica, pesquisa farmacolégica, etc.
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3- OBJETIVOS



3.1- Gerais

e Avaliar quantitativamente a influéncia de variaveis metodolégicas na
quantificacao histoldgica de estruturas vasculares, em tumores epiteliais do

ovario;

e Caracterizar o grau de correlacdo entre variantes metodoldgicas,
descrevendo, quando cabivel, fun¢cdes matematicas ou fatores de correcéo
que permitam a interconversdo de resultados obtidos através dessas

variantes metodolégicas.

3.2- Especificos

3.2.1- Avaliar quantitativamente a influéncia da variavel “formato de

armazenamento de imagem” na quantificacao de angiogénese:

- determinando a microvascularizacdo de um campo “hotspot” por tumor ovariano,
armazenado em cinco formatos diferentes de imagem (TIFF, JPEGs de alta e
baixa qualidade obtidos por ocasidao da captura do campo e JPEGs de alta e

baixa qualidade obtidos por converséao a partir da imagem TIFF);

- avaliando o grau de concordancia entre valores de quantificacao vascular obtidos
de imagens TIFF e valores obtidos a partir dos diferentes tipos de imagem JPEG

(através da determinacdo do indice de correlagao intraclasses - ICC);

- ..., na presencga de concordancia inferior a niveis “quase perfeitos” (ICC<0,75),
realizando regressao linear simples para pesquisa e eliminacdo de “outliers”,
bem como para a obtencdo de funcdo matematica que permita a converséao
entre os formatos (quando a eliminagdo de outliers ndo elevar a concordancia

para niveis quase perfeitos).

Objetivos
31



3.2.2- Avaliar quantitativamente o impacto da variavel “namero total de

campos analisados” na quantificacdo de angiogénese:

- determinando, para cada exemplar tumoral, a microvascularizacdo média em

conjuntos de 1, 3, 5, 10, 15 e 20 campos hotspots de médio aumento;

- caracterizando a variabilidade, ou seja, a existéncia de diferengas significantes
entre estes conjuntos de campos quanto aos valores médios de quantificacao
vascular (i.e., a existéncia ou ndo de heterogeneidade entre “hotspots” de um

mesmo corte histolégico imunocorado);

- ...e, na presenga de diferengas significantes, verificando a existéncia de um
“platd de estabilizacao”, onde os valores médios de quantificacao vascular nao
se alterariam com o0 aumento no numero de campos analisados. Se ocorrer
(neste universo de amostragem), o platé de estabilizacdo devera comecar a
partir de um conjunto minimo de campos capaz de representar de forma
fidedigna o conjunto total (populacdo) de “hotspots” do corte histolégico
considerado (ja que, quanto maior a amostra [neste caso, o conjunto de
campos], maior a proximidade entre seus valores modais [média, mediana, etc]
e os valores modais da populagao de origem [neste caso, o conjunto total dos
campos “hotspots” do corte histoldgico]). Em sintese, esse conjunto minimo de
campos a partir do qual o platd se inicia correspondera a amostragem minima
de campos necessaéria a realizacdo de uma analise quantitativa de angiogénese

fidedigna.
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4- MATERIAL E METODOS
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Trata-se de um estudo longitudinal, retrospectivo’.

4.1- Pacientes e espécimes anatomopatoldgicos

Foram levantados todos os casos de neoplasia epitelial ovariana
diagnosticados no CAISM-Unicamp, no periodo de Janeiro de 1997 a dezembro
de 2003. Do ponto de vista clinico, foram definidos como critérios de inclusao:
(1) auséncia de ocorréncia de quimio ou radioterapia neoadjuvante,
(2) de gravidez ao diagndstico e (3) de outras malignidades (sincrénicas ou nao).
Do ponto de vista anatomopatoldgico, foram observadas as seguintes condi¢des:
(1) disponibilidade de blocos de tecidos fixados em formalina, incluidos em
parafina e em bom estado de preservacdo, bem como (a posteriori)
(2) a obtengao de preparados imunoistoquimicos tecnicamente satisfatorios para a
analise morfométrica. Todas as laminas histologicas disponiveis em cada caso
foram revisadas para re-classificacdo diagndstica, segundo os critérios mais
recentes da Organizagao Mundial da Saude (OMS, 2003). Para selegdo do melhor
bloco em cada caso, foram levados em conta a representatividade de tecido

tumoral e o grau de preservagao tecidual.

4.2- Técnica imunoistoquimica

Novos cortes histologicos de 4 um realizados a partir dos blocos de
parafina selecionados foram colocados em laminas previamente lavadas,
desengorduradas e tratadas em solugdo de organosilano a 25% em acetona
(3-aminopropil-trietoxi-silano, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos
da Ameérica; cod. A3648). As seccgdes foram desparafinizadas em banhos de xilol,
hidratadas em alcool etilico nas concentragdes decrescentes de 100%, 80% e

50% e lavadas em agua corrente e destilada. A atividade da peroxidase enddgena

'Parte desta etapa do trabalho foi realizada em colaboragdo com aluna Adriana Yoshida Olimpio,
por ocasiao de sua dissertagéo de mestrado™®.
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foi bloqueada por meio de trés banhos de H;O, a 10 volumes cada um,
com duragao de cinco minutos, seguidos de lavagens em PBS. Para recuperagao
antigénica, foi utilizado calor umido através de uma panela a vapor T-fall.
No interior dessa, as laminas foram imersas em tampao citrato de sddio,
em pH 6,0 durante 30 minutos a 95° C e, a seguir, lavadas em agua corrente.
Foi pesquisado o marcador vascular CD34, através do anticorpo primario
especifico anti-CD34 (clone QBEnd/10, DAKO, Carpenteria, Califérnia,
Estados Unidos da América; na diluigdo de 1:50). Este anticorpo foi gotejado sobre
o corte histologico na diluicdo adequada e incubado durante a noite (“overnight”),
a temperatura de 4°C. Apds a incubagao, as laminas foram lavadas trés vezes em
PBS, sob agitagéo, secadas e incubadas com o sistema de revelagado baseado em
polimero EnVision Plus® (DAKO) por 30 minutos a 37° C. Terminada a incubagao,
foram realizadas trés lavagens em PBS, sob agitacdo. Para a revelagao da reagao
foi utilizado um substrato cromogénico - a solugcdo DAB (tetraidrocloreto de
3-3'-diaminobenzidina, Sigma) na proporgao de 0,06g para 100mL de PBS-, 500ul
de H,O, a 20 volumes e 1mL de DMSO (Sigma), por cinco minutos a 37°C.
O material foi, entdo, lavado em agua corrente e contracorado com hematoxilina
de Mayer durante 30 a 60 segundos. Em seguida, as laminas foram desidratadas
e montadas em laminulas e resina Entellan® (Merck, Dermstad, Alemanha).
Secgbes seriadas de cada tumor, ndo incubadas com o anticorpo primario,
foram utilizadas como controles negativos. Além disso, secgdes histolégicas de
carcinoma mamario contendo vasos sabidamente positivos para os marcadores
vasculares acima mencionados foram utilizados como controles positivos a cada

bateria de coloracao.
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4.3- Selecao de campos, captura e armazenamento de dados
4.3.1- Equipamento

Os preparados imunoistoquimicos foram avaliados utilizando um
microscopio Nikon Eclipse E200 de campo claro, acoplado a uma camera digital
CCD Nikon coolpix 995 (3.34Mpixels). Todas as capturas de imagem foram

realizadas com objetiva de 10X.

4.3.2- Selecdo e captura de campos para os estudos comparativos entre

formatos de imagem (N=81 tumores mucinosos)

Inicialmente, todo o corte histolégico foi avaliado por varredura,
utiizando a objetiva de 5X (panorémica), com o intuito de identificar 1 area
intratumoral de maior densidade vascular (“hotspot”). Imagens desta area foram
entdo capturadas em objetiva de 10X e armazenadas em formato TIFF, JPEG de
alta qualidade (“fine”) e JPEG de baixa qualidade (“basic”). Posteriormente,
imagens do tipo JPEG de alta e baixa qualidade (JPEG “high” e “low”,
respectivamente) foram obtidas a partir da conversdo, em Adobe Photoshop®
(versao CS2), de imagens originalmente capturadas no formato TIFF (Figura 1).
Todas as imagens foram, entdo, devidamente catalogadas e transferidas para
midia de estocagem permanente (DVD), com o objetivo de realizar backup e

facilitar o transporte dos dados brutos para outras estagdes de trabalho.
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Capturade
imagem

Objetiva 10x

JPEG fine JPEG basic
(alta qualidade) (baixa qualidade)
Conversaoem Adobe
Photoshop =

JPEG low . JPEG high
(baixa qualidade) (alta qualidade)

Figura 1- Fluxograma de obtencéo dos diferentes formatos de imagem

4.3.3- Selecdo e captura de campos para os estudos comparativos entre
conjuntos de campos avaliados por caso (N= 24 casos selecionados
aleatoriamente, por sorteio - 12 neoplasias serosas e 12 neoplasias
mucinosas [sendo 4 benignas, 4 “borderline” e 4 malignas, para cada

tipo histoldgico])

Para efeito de comparagcao entre totais de campos analisados,
foram utilizadas apenas imagens TIFF. Nesta situagdo de comparagao,
foram capturadas 20 imagens consideradas como “hotspots”, a medida que se
apresentavam ao observador (i.e., “hotspots” aleatdrios). Os conjuntos de analise

(=1, 3, 5 10, 15 e 20 imagens) foram criados, seguindo a ordem de captura
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(primeira imagem; trés primeiras imagens; cinco primeiras imagens e assim
sucessivamente). Os resultados referentes aos parametros de quantificagao
vascular foram expressos como meédia de cada conjunto de imagem.
Finalmente, estes resultados foram reunidos (“plotados”) em uma curva ou grafico
de estabilizagédo (valor médio/mediano da variavel quantitativa vs. numero total de
imagens analisadas), para comparagao entre os subgrupos e estabelecimento do

N minimo de imagens/por caso.

4.4- Anadlise quantitativa da angiogénese (parametros de quantificacao

vascular)

As imagens representativas de areas intratumorais contendo estruturas
vasculares (“hotspots”), foram avaliadas no programa de analise de imagens
Imagelab (versao 2.4), que permite a contagem manual e automatica de
microestruturas vasculares? (i.,e., MVD manual e automatico), bem como a
determinacdo automatica das areas endoteliais total (AEndT), percentual em
relacdo ao campo de analise (AEnd%) e média (AEndM - area média por estrutura
vascular). Nos calculos dos parametros ditos “automaticos” a segmentacéo das
estruturas imunocoradas para CD34 ocorreu de forma semiautomatica, isto é,
com a participagdo do observador. Resumidamente, a atuagdo do operador do
programa de analise de imagem (JNS ou AAS) na etapa de segmentagdo de
imagem consistiu em selecionar as areas de interesse (endotélio positivo para
CD34), utilizando histogramas de intensidade do pixel criados pelo programa para
cada uma das trés cores do sistema RGB (red-green-blue), conforme ilustrado na

Figura 2.

’Neste estudo, estruturas microvasculares sdo definidas em consonancia com a maioria dos
trabalhos na literatura, ou seja, como estruturas positivas para o marcador vascular, destituidas de
camada muscular média, que podem apresentar ou ndo lumen (este com didmetro inferior a
350um).
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Figura 2- Imagens ilustrativas do procedimento de segmentacdo semiautomatica
de estruturas vasculares no programa de analise de imagem Imagelab
(v. 2.4). Na figura superior, nota-se o processo de selegdo das areas
imunocoradas propriamente dito, enquanto, na inferior, observa-se o
resultado final da segmentacgéao (as regides imunocoradas segmentadas
estdo destacadas em azul e prontas para serem quantificadas pelo

programa).
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4.5- Analise estatistica

A concordancia entre valores de quantificagdo vascular obtidos de
imagens TIFF e JPEG foi avaliada através do calculo do indice de correlacéo
intraclasses (ICC). Na auséncia de correlagcdo “quase perfeita” (ICC<0,75;
segundo os critérios de Landis & Kock [1977]), procedemos a regressao linear
simples para pesquisa e eliminagcao de outliers, bem como para o estabelecimento
de modelos de predicdo que permitissem a interconversdo de valores obtidos a
partir de imagens de formatos diferentes. Na analise da variabilidade de resultados
obtidos a partir de diferentes conjuntos de amostragem de campos, foi utilizado o
teste de analise de varidncia (ANOVA) para medidas repetidas. Nesta analise de
variabilidade, também procedemos ao calculo do coeficiente de variagao.
Em ambas as analises, um valor de P inferior a 0.05 foi considerado como
estatisticamente significativo. Os testes estatisticos foram realizados utilizando os
programas: SPSS para “Windows” (versao 10.0) e Statistical Analysis System for
Windows, verséo 9.2 (2008).

4.6- Reprodutibilidade interobservador (fidedignidade da analise)

Dez por cento do total de imagens capturadas, aleatoriamente
selecionado, foi submetido a avaliagdo paralela por um segundo observador
(AAS). A concordancia interobservador (JNS x AAS), avaliada através do ICC,

foi superior a 0.90 para todos os parametros de quantificacao vascular analisados.

Material e Métodos
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5- ASPECTOS ETICOS
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Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas com registro de numero 406/2004.

Aspectos Eticos
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6- RESULTADOS



6.1- Primeira parte - Influéncia do formato de imagem sobre valores de

quantificacao microvascular

Nesta etapa, verificou-se a concordancia entre imagens TIFF
(padrao ouro) e JPEG, estabelecendo, se necessario, modelos de conversao entre
ambos os formatos de imagens. Utilizou-se, para tanto, o coeficiente de correlagao
intraclasses (ICC). Na interpretacdo dos resultados de concordancia,
consideraram-se os critérios de Landis & Kock (1977), explicitados a seguir:

a) Concordancia quase perfeita: ICC= 0,75-1,00;
b) Concordéancia substancial: ICC= 0,60-0,75;

¢) Concordancia moderada: ICC= 0,40-0,60;

d) Concordancia regular: ICC= 0,20-0,40;

e) Concordancia discreta: ICC= 0-0,20;

f) Concordancia pobre: ICC= -1,00-0.
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A Figura 3 ilustra os diferentes formatos de imagem, enquanto a
Tabela 1 apresenta os resultados obtidos para testes de correlagao entre imagens
TIFF x JPEG.
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Figura 3- Fotomicrografias representativas da imunoexpressdo do marcador CD34
nos diferentes formatos de imagem utilizados no trabalho.

Imunoperoxidase, 100X (aumento original)
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Tabela 1- Coeficiente de correlagao intraclasses (ICC) em medida unica para
imagens TIFF x JPEG

JPEGhigh JPEGlow  JPEGbasic = JPEGfine

MVDm 0,999 0,999 0,999 0,999
MVDa 0,949 0,606* 0,733* 0,881

TIFF AENDm 0,687* 0,648* 0,912 0,789
AEND% 0,951 0,953 0,913 0,902

AENDt 0,304* 0,292 0,152* 0,968

TIFF: formato de imagem padrdo ouro (isto &€ sem compressdo/perda de informagao).
JPEGhigh e low: imagens de alta qualidade (baixa compressdo) e baixa qualidade
(alta compresséao), respectivamente, obtidas a partir da conversao da imagem TIFF, em programa
de edigdo de imagens (Adobe Photoshop®). JPEGfine e basic: imagens de alta qualidade
(baixa compressao) e baixa qualidade (alta compresséao), respectivamente, obtidas no momento da
captura (trata-se de opg¢des validas de formato de estocagem disponiveis na camera do sistema de
captura). MVD: densidade de microvasos obtida manual (MVDm) ou automaticamente (MVDa).
AEndm: area endotelial média (area coberta pelo endotélio CD34+ de uma estrutura vascular em
média ou area endotelial total do campo dividida pelo numero de microvasos).
AEnd%: area endotelial percentual (percentagem do campo coberta por endotélio vascular CD34+).
AEndt: area endotelial total (somatério de todas as areas discretas cobertas por endotélio vascular
CD34+).

Resultados
46



A partir de uma analise qualitativa/subjetiva, ambos os observadores do
estudo (JNS e AAS) concordam na auséncia de diferengas significantes entre as
fotomicrografias dos diferentes formatos de imagem, pelo menos a simples
inspecao visual (o que pode ser confirmado em uma analise rapida da Figura 3).
Contudo, esta observacao subjetiva ndo corresponde exatamente aos resultados
obtidos a partir da analise histométrica (objetiva) das imagens. De fato,
observa-se, a partir da Tabela 1, uma concordancia quase perfeita (ICC>0,75)

entre TIFF e os diferentes tipos de JPEG em quase todas as variaveis de
quantificacdo vascular consideradas. Entretanto, excecdes ocorrem quando se
comparam: TIFF e JPEGhigh (em AEndm e AEndt); TIFF e JPEGlow (em MVDa,
AEndm e AEndt); e TIFF e JPEGbasic (em MVDa e AEndt). E possivel observar,
igualmente, que os valores maximos de ICC ocorrem nas analises de MVDm e
AENnd% (idenpendentemente do tipo de JPEG considerado) e nas comparagdes

entre TIFF e JPEGfine (independentemente da variavel de quantificagao avaliada).

Para valores de ICC considerados substanciais, moderados,
regulares ou discretos (*), aplicou-se a analise de regresséo linear simples, a fim
de identificar modelos de predicdo da imagem TIFF a partir de imagens JPEG.
Essa analise também serviu para identificar “outliers” (desvios numeéricos
expressivos, possivelmente decorrentes de erro de mensuragao), cuja eliminagao
poderia eventualmente aumentar a concordancia entre as imagens. Os resultados

dessa analise sdo apresentados nos graficos das Figuras 4 a 12 e Tabelas 2 a 8.
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6.1.1- Apresentagcdo dos modelos de predicdo desenvolvidos nos casos de

ICC<0,75 através de regresséo linear simples

i) TIFF x JPEGlow para MVD automatico (ICC= 0,606)
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Figura 4- Dispersdo das medidas de MVD automatico entre os tipos de imagem
TIFF e JPEGIow (ICC=0,606). Note que os casos 4 e 5 se comportam
como “outliers” (i.e., desvios numéricos expressivos, possivelmente

decorrentes de erro de mensuragao)
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Apods a analise da dispersao das medidas entre JPEGlow e TIFF para
MVD automatico, obteve-se o modelo de conversao entre tais imagens para a

variavel em questao, a partir da regresséo linear, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados da regressao linear para obtengdo do modelo de conversao

de JPEGIlow para TIFF na variavel MVDa

TIFF=a + b*JPEGlow

Variavel Parametro Erro padrao p-valor
Intercepto 230.44466 (a) 103.56529 0.0289
JPEGIlow 1.89413 (b) 0.14471 <.0001

R? do modelo = 0.6844

O modelo de conversao acima atinge cerca de 68% de ajuste na
medida (R? = coeficiente de determinacdo= 0.6844), e pela andlise do diagnostico
do ajuste, verificou-se possiveis “outliers” (casos padronizados maiores que 3),

como mostrados na Tabela 3 e Figura 5.

Tabela 3- Casos “outliers”

No. do Caso Residual padrao TIFF Valor esperado Residual
4 3,493 2363,00 804,3675 1558,63254
5 3,762 3400,00 1721,1286 1678,87138

A variavel dependente: TIFF
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Figura 5- Grafico de residuos(TIFFxJPEGIlow - MVDAutomatico). Setas: “outliers”

As setas na Figura 5 apontam os possiveis “outliers”, os quais foram,
entdo, excluidos. Dessa forma, aplicando-se novo ICC, e em seguida,
nova analise de regressao linear, comprovou-se uma melhora no modelo de
predicado, cujo coeficiente de determinacado passou a ser 0,7698, como mostra a
Tabela 4.

Tabela 4- Resultados da regressao linear para obtengdo do modelo de conversao

de JPEGIow para TIFF na variavel MVDa, apés eliminagao dos outliers

TIFF= a + b*JPEGlow

Variavel Parametro Erro padrao p-valor
Intercepto 172.82314 (a) 85.98854 0.0480
JPEGIlow 1.92053 (b) 0.11969 <.0001

R” do modelo = 0.7698
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Com base nos dados da Tabela 4, podemos dizer que,
com a eliminagdo dos outliers o melhor modelo de conversdo de valores entre

tipos de imagem passa a ser: TIFF= 172,8 + 1,92. JPEGlow.

ii) TIFF x JPEGbasic para MVD automatico (ICC= 0,733)
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Figura 6- Dispersdo das medidas de MVD automatico entre os tipos de imagem
TIFF e JPEGbasic (ICC=0,733)
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Apods a analise da dispersdo das medidas entre JPEG basic e TIFF para
MVD automatico, obteve-se o modelo de conversao entre tais imagens para a

variavel em questao, a partir da regresséo linear, como mostrado na Tabela 5.

Tabela 5- Resultados da regressao linear para obtengdo do modelo de conversao
de JPEGbasic para TIFF na variavel MVDa

TIFF= a + b*JPEGbasic

Variavel Parametro Erro padrao p-valor
Intercepto -38.56956 (a) 98.46451 0.6963
JPEGbasic 1.63585 (b) 0.09980 <.0001

R? do modelo = 0.7728

O modelo de conversdao entre imagens TIFF x JPEGbasic, para a
variavel MVD automatico atinge cerca de 77% de ajuste na medida
(R*=coeficiente de determinaco=0.7728). Observando-se o grafico de residuos
neste caso (Figura 7), nota-se a auséncia de novos “outliers”, ndo sendo, portanto,
necessario um novo ajuste do modelo. Neste caso, a fungdo ideal para

interconversédo de valores seria: TIFF= -38,57 + 1,6. JPEGbasic.
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Figura 7- Grafico de residuos (TIFFxJPEGbasic - MVDAutomatico)

iii) TIFF x JPEGhigh para AEnd média (ICC= 0,687)

Tabela 6- Resultados da regressao linear para obtengdo do modelo de conversao
de JPEGhigh para TIFF na variavel AEndm

TIFF= a + b*JPEGhigh

Variavel Parametro Erro padrao p-valor
Intercepto 116.97436 (a) 122.17676 0.3413
JPEGhigh 1.60195 (b) 0.11775 <.0001

R? do modelo = 0.7009
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O diagnéstico do ajuste do modelo, conforme apresentado na Tabela 7,

mostra a presencga de um “outlier” (caso 31).

Tabela 7- Caso “outlier”

No. do Caso Residual padrao TIFF Valor esperado Residual

31 8,832 9769,89 128,4235 9641,47050

Apods a exclusdo do possivel “outlier” (caso 31), a analise de correlagéo
intraclasse (ICC) entre TIFF x JPEG high para a medidas de AENDmédia passou
a ser de 0.895, 1C95% (0.841,0.931), isto &, a concordancia passa a ser quase
perfeita, ndo havendo necessidade de se obter um modelo de interconverséo.

Os dados da dispersao entre essas medidas estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8- Dispersdo das medidas AEnd média entre os tipos de imagem
(TIFFxJPEGhigh)
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iv) TIFF x JPEGlow para AEnd média (ICC= 0,648)

Tabela 8- Resultados da regressao linear para obtengdo do modelo de conversao
de JPEGIlow para TIFF na variavel AEndm

TIFF=a + b*JPEGlow

Variavel Parametro Erro padrao p-valor
Intercepto 97.89947 (a) 122.50630 0.4266
JPEGIow 1.76284 (b) 0.12980 <.0001

R? do modelo = 0.7001

Excluindo-se os “outliers” (casos 4, 13 e 31), a analise de correlagao
intraclasse (ICC) entre TIFF x JPEG low para a medidas de AENDmédia foi de
0.994, 1C95% (0.981,0.997). Novamente, a concordancia passa a ser quase
perfeita, ndo havendo necessidade de se obter um modelo de interconverséao.

Os dados da dispersao entre essas medidas estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9- Dispersdao das medidas AENDmédia entre os tipos de imagem
(TIFFxJPEGIlow)
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v) Analises da relacao entre imagens JPEG e TIFF para a medida AEnd total,

apos a exclusao de casos “outliers” (Figuras 10, 11 e 12)
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Figura 10- Dispersdo das medidas de AEND total entre os tipos de imagem
(TIFFxJPEGhigh) com ICC excluindo o caso 13 = 0.953 1C95%
(0.927, 0.969)
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Figura 11-
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Disperséao das medidas de AEND total entre os tipos de imagem
(TIFFXJPEGIow) com ICC excluindo o caso 13 = 0.951 1C95%
(0.922, 0.969)
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Figura 12- Dispersao das medidas de AEND total entre os tipos de imagem
(TIFFxJPEGDbasic) com ICC excluindo os casos 13 e 28=0.921 1C95%
(0.879, 0.949)

Constata-se, a partir de uma analise dos graficos acima (Figuras 10, 11
e 12) que, apds a exclusédo dos elementos “outliers”, a concordéncia em todos os
casos passa a ser quase perfeita, ndo havendo necessidade de se obter uma

funcao de interconversao.
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6.1.2- Sintese das analises de regressao linear em casos onde, inicialmente,

o ICC era menor que 0,75

Em resumo, considerando-se todas as analises de regressao realizadas
nesta primeira parte dos resultados, pode-se dizer que, com a identificacdo e
eliminagao de elementos “outliers”, a concordancia entre imagens TIFF e os varios
tipos de JPEG aumenta muito a ponto de se tornar quase perfeita (ICC.> 0,75).
Assim sendo, torna-se dispensavel a necessidade de se recorrer a fungdes de
conversdo ou férmulas de corre¢cdo quando se deseja comparar valores
quantitativos de angiogénese obtidos a partir de imagens de formatos diferentes.
As uUnicas excecgodes (i.e., situagdes em que o ICC permanece inferior a 0,75,
mesmo com a exclusdo de “outliers”) ocorrem na variavel de analise
MVD automatica, quando confrontamos TIFF e JPEGs de baixa qualidade ou alta
compressdao (JPEG low e basic). Nesses casos, aplicagdo de modelos de
conversao de valores consegue atingir ajustes de até 76 e 77%, na corregao de

valores obtidos a partir de imagens JPEG low e basic, respectivamente.

6.2- Segunda parte - Influéncia do numero total de campos de analise sobre

valores de quantificagcao microvascular

Com o objetivo de se determinar o numero minimo de campos
necessario a uma analise fidedigna de angiogénese em uma amostra histolégica
(uma lamina), avaliamos a variabilidade das quantificagcbes de vasos em relagéao
ao numero total de campos estudados. Para tanto, procedemos a uma analise
descritiva com apresentacdo de medidas de posicdo e dispersdo para variaveis
numéricas. Para avaliagdo de possiveis diferengas entre conjuntos de campos,
foi utilizada a ANOVA para medidas repetidas. A mediana em cada conjunto de
campos (para cada parametro de analise) foi utilizada como medida resumo
(normalizagdo de resultados) de cada amostra. A variabilidade também foi
estudada através do coeficiente de variacdo. O coeficiente de variagdo € uma

medida de dispersao em torno da média. Diz-se que a distribuicdo possui pequena
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variabilidade quando o coeficiente é <10% (15% para alguns autores),
média dispersdo quando 10%<CV<20% e alta dispersao quando =220% (ou 30%).

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi 5%.

A variabilidade entre conjuntos de campos para a variavel AEnd média

€ apresentada em termos descritivos e analiticos na Tabela 9 e na Figura 13.

Tabela 9- Analise descritiva e comparacao da medida area endotelial média

(AENnd média) entre grupos de neoplasias € numero de campos N=24)

Grupo Variavel N Media DP Minimo Mediana Maximo

Mediana 1 12 4.34 2.24 2.28 3.59 8.47

Mediana 3 12 4. 47 1.72 2.21 4.07 8.03
Mediana 5 12 4.56 1.75 2.21 3.88 7.36
Mucinoso
Mediana 10 12 4.21 1.36 2.31 3.92 7.03
Mediana 15 12 4.25 1.28 2.41 4.08 6.89
Mediana 20 12 410 1.07 2.46 3.94 6.30
Mediana 1 12 5.92 3.33 2.53 4.87 12.97
Mediana 3 12 4.85 1.72 2.63 4.40 8.69
Mediana 5 12 5.09 2.04 2.97 4.40 9.73
Seroso

Mediana 10 12 5.26 1.96 3.20 4.56 9.29
Mediana 15 12 5.32 212 3.03 4.51 10.05
Mediana 20 12 5.40 2.20 3.35 4.40 10.57

Resultados da ANOVA para medidas repetidas:

Efeito pvalor
Grupo 0.1900
Campo 0.4619

Grupo*Campo 0.2576
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Figura 13- Valores médios e desvios padrao para cada conjunto de campos e

grupo (tipo histologico de neoplasia), para a variavel AEnd media

Do ponto de vista estatistico, ndo foram evidenciadas diferengas
significantes entre conjuntos de campos ou grupos de neoplasias, para a variavel
AEnd média.

A variabilidade entre conjuntos de campos para a variavel AEnd total é

apresentada em termos descritivos e analiticos na Tabela 10 e na Figura 14.
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Tabela 10- Analise descritiva e comparagdo da medida area endotelial total

(AENdt) entre grupos de neoplasias e numero de campos (N=24)

Grupo Variavel N Media DP Minimo Mediana Maximo
Mediana1 12 10452.39 4131.29 4574.34 10575.21 1771117
Mediana3 12 9534.66 2750.00 5472.25 10160.57 13320.36
Mucinoso Mediana5 12 9937.71 2210.01 6000.70 10151.19 12983.83
Mediana 10 12 9709.90 2007.20 6422.27 9781.05 12584.16
Mediana 15 12 9765.39 2360.43 7276.87 9340.16 14616.75
Mediana 20 12 942118 1971.27 6560.89 9408.72 12358.50
Mediana1 12 9532.70 4664.31 1559.23 9568.61 17959.08
Mediana3 12 11015.92 3261.40 6385.85 10458.72 17292.67
Mediana 5 12 10978.11 3199.97 7526.00 10650.26 17509.32
Seroso Mediana 10 12 11389.00 3044.85 7998.69 10626.13 19150.08
Mediana 15 12 11225.34 2989.40 7150.33 10680.65 17509.32
Mediana 20 12 10947.17 3003.01 7466.47 10577.38 17428.59
Resultados da ANOVA para medidas repetidas:
Efeito pvalor
Grupo 0.3325
Campo 0.7555

Grupo*Campo 0.1733
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Figura 14- Valores médios e desvios padrdo para cada conjunto de campos e

grupo (tipo histologico de neoplasia), para a variavel AEnd total

Do ponto de vista estatistico, ndo foram evidenciadas diferencas
significantes entre conjuntos de campos ou grupos de neoplasias, para a variavel
AENd total.

A variabilidade entre conjuntos de campos para a variavel AEnd% é

apresentada em termos descritivos e analiticos na Tabela 11 e na Figura 15.
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Tabela 11- Analise descritiva e comparagao da medida area endotelial percentual

(AENnd%) entre grupos de neoplasias e numero de campos (N=24)

Grupo Variavel N Media DP Minimo Mediana Maximo
Mediana 1 12 4.10 142 1.90 4.35 6.40
Mediana 3 12 3.94 1.13 2.30 4.20 5.50

Mucinoso Mediana 5 12 4.05 0.85 2.50 4.20 5.20
Mediana 10 12 3.93 0.82 2.65 3.88 5.20
Mediana 15 12 3.91 0.90 3.00 3.80 6.00
Mediana 20 12 3.81 0.73 2.70 3.90 5.10
Mediana 1 12 4.40 1.74 2.20 4.00 7.40
Mediana 3 12 4.65 1.44 2.60 4.30 7.10

Seroso Mediana 5 12 4.63 142 3.10 4.40 7.20
Mediana 10 12 4.73 1.26 3.30 4.38 7.90
Mediana 15 12 4.63 1.23 2.90 4.40 7.20
Mediana 20 12 4.51 1.23 3.10 4.38 7.15

Resultados da ANOVA para medidas repetidas:

Efeito pvalor

Grupo 0.1524

Campo 0.8836

Grupo*Campo 0.7462
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Figura 15- Valores médios e desvios padrao para cada conjunto de campos e

grupo (tipo histolégico de neoplasia), para a variavel AEnd%

Do ponto de vista estatistico, ndo foram evidenciadas diferengas
significantes entre conjuntos de campos ou grupos de neoplasia, para a variavel
AENnd%.

A variabilidade entre conjuntos de campos para a variavel MVD manual

é apresentada em termos descritivos e analiticos na Tabela 12 e na Figura 16.
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Tabela 12- Analise descritiva e comparagdo da medida densidade de microvasos

manual (MVDm) entre grupos de neoplasias e numero de campos

(N=24)
Grupo Variavel N Media DP Minimo Mediana Maximo
Mediana 1 12 4150 34.19 8.00 28.00 132.00

Mediana 3 12 27.58 15.08 9.00 23.00 62.00
Mediana 5 12 28.42 15.36 13.00 23.00 62.00

Mucinoso
Mediana 10 12 30.33 1557 13.00 23.50 62.00
Mediana 15 12 31.08 13.41 10.00 27.00 53.00
Mediana 20 12 2946 11.74 10.00 26.00 48.00
Mediana 1 12 25.00 4350 3.00 10.50 156.00
Mediana 3 12 21.33 29.09 3.00 10.50 103.00
Mediana 5 12 18.92 2246 4.00 10.00 76.00
Seroso

Mediana 10 12 1771 17.23 5.00 10.75 54.00
Mediana 15 12 1417 12.80 5.00 10.00 52.00
Mediana 20 12 13.67 10.23 6.00 10.25 41.50

Resultados da ANOVA para medidas repetidas:

Efeito pvalor
Grupo 0.0756
Campo 0.2073

Grupo*Campo 0.5835
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Figura 16- Valores médios e desvios padrao para cada conjunto de campos e

grupo (tipo histologico de neoplasia), para a variavel MVDm

Do ponto de vista estatistico, ndo foram evidenciadas diferengas
significantes entre conjuntos de campos ou grupos de neoplasia, para a variavel
MVDm.

A variabilidade entre conjuntos de campos para a variavel MVD
automatica € apresentada em termos descritivos e analiticos na Tabela 13 e na

Figura 17.
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Tabela 13- Analise descritiva e comparagdo da medida densidade de microvasos

manual (MVDm) entre grupos de neoplasias e numero de campos

(N=24)
Grupo Variavel N Media DP Minimo Mediana Maximo
Mediana 1 12 2848.00 1662.81 675.00 2316.00 5663.00
Mediana3 12 2300.00 1042.06 1399.00 1812.00 4781.00
Mucinoso Mediana5 12 243550 1056.13 1234.00 2100.00 4781.00
Mediana 10 12 2517.71 957.56 1316.50 2121.75 4050.50
Mediana 15 12 2423.75 825.53 1449.00 2091.50 3994.00
Mediana 20 12 2370.38 746.07 1549.00 2143.25 3852.00
Mediana 1 12 2061.25 765.33 947.00 2149.00 3083.00
Mediana3 12 2529.67 597.04 1663.00 2619.50 3425.00
Medianad 12 2332.58 583.02 1211.00 2399.50 3135.00
Seroso Mediana 10 12 2313.88 672.26 1020.50 2246.00 3311.00
Mediana 15 12 2327.08 683.51 947.00 2212.00 3380.00
Mediana 20 12 2276.54 664.32 1041.50 2142.25 3286.50
Resultados da ANOVA para medidas repetidas:
Efeito pvalor
Grupo 0.6039
Campo 0.9254

Grupo*Campo 0.0030

Fixando grupo e verificando o efeito do nimero de campos:

mucinoso, p-valor=0.1149; seroso, p-valor=0.0427 diferenca entre 1 e 3
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Figura 17- Valores médios e desvios padrao para cada conjunto de campos e

grupo (tipo histologico de neoplasia), para a variavel MVDa

Do ponto de vista estatistico, ndo foram evidenciadas diferencas
significantes entre conjuntos de campos ou grupos de neoplasia, para a variavel
MVDa, salvo no grupo de neoplasias serosas, onde se observa uma diferenca
significativa entre 1 e 3 campos (a partir de 3 campos ndo ha diferenga

significativa).
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Tabela 14- Coeficientes de variagado no grupo de tumores mucinosos € numero de

campos
Variable N Mean Median
cv_aendm1 0 . .
cv_aendm3 12 21.0 21.9
cv_aendm5 12 21.9 18.5
cv_aendm10 12 41.6 30.2
cv_aendm15 12 39.5 271
cv_aendm20 12 39.9 28.2
cv_aendt1 0 : .
cv_aendt3 12 27.5 31.3
cv_aendt5 12 30.0 304
cv_aendt10 12 40.7 32.1
cv_aendt15 12 41.1 33.6
cv_aendt20 12 41.2 33.5
cv_aendp1 0 : .
cv_aendp3 12 25.5 294
. cv_aendp5 12 29.0 30.5
Grupo mucinoso
cv_aendp10 12 31.0 31.9
cv_aendp15 12 32.0 32.3
cv_aendp20 12 31.8 32.3
cv_mvdm1 0 . .
cv_mvdm3 12 39.9 29.7
cv_mvdm5 12 421 37.0
cv_mvdm10 12 45.2 44.9
cv_mvdm15 12 46.1 46.0
cv_mvdm20 12 46.3 46.2
cv_mvdai 0 : .
cv_mvda3 12 28.6 27.7
cv_mvdab 12 33.8 34.6
cv_mvda10 12 31.7 34.5
cv_mvda15 12 34.2 32.5

cv_mvda20 12 34.2 32.5
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Tabela15- Coeficientes de variagdo no grupo de tumores serosos e numero de

campos.

Variable N Mean Median
cv_aendm1 0 . .
cv_aendm3 12 22.5 18.3
cv_aendm5 12 25.5 24.3

cv_aendm10 12 33.5 30.9
cv_aendm15 12 36.6 34.0
cv_aendm20 12 49.7 34.9
cv_aendt1 0 . .
cv_aendt3 12 28.0 254
cv_aendt5 12 34.7 32.2
cv_aendt10 12 36.8 30.7
cv_aendt15 12 42.0 38.5
cv_aendt20 12 51.9 37.8
cv_aendp1 0 . .
cv_aendp3 12 22.9 21.1
cv_aendp5 12 32.1 315
Grupo seroso
cv_aendp10 12 35.6 29.1
cv_aendp15 12 40.3 38.3
cv_aendp20 12 38.8 36.0
cv_mvdm1 0 . .
cv_mvdma3 12 21.6 16.5
cv_mvdm5 12 31.8 30.2
cv_mvdm10 12 454 36.4
cv_mvdm15 12 48.0 43.1
cv_mvdm20 12 53.0 48.7
cv_mvdai 0 . .
cv_mvda3 12 23.4 21.4
cv_mvdab 12 32.5 37.5
cv_mvda10 12 32.2 30.0
cv_mvda15 12 31.5 26.8

cv_mvda20 12 32.4 27.2
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7- DISCUSSAO



7.1- Influéncia do formato de imagem

No presente trabalho, a influéncia do formato de
captura/armazenamento de imagem sobre valores de quantificacdo de
angiogénese foi avaliado através do indice de concordancia intraclasses (ICC).
Essa avaliacao foi realizada com intuito de verificar se dados numéricos obtidos a
partir imagens comprimidas (JPEG) diferem muito de dados extraidos de imagens
TIFF e, na eventualidade das diferencas serem expressivas, se ha possibilidade
de interconversao de valores (ou seja, obtencdo de valores TIFF a partir de
valores JPEG), por meio de modelos de predicao (funcbes matematicas).
Alguma diferenca entre os formatos ja era esperada, uma vez que nas imagens
JPEG o processo de compressao (que permite a reducao do tamanho do arquivo,
otimizando a captura e a estocagem em memodria) leva a perda aleatéria de pixels
e consequentemente de  informagbes  necessdrias aos  calculos
histomorfométricos. Em funcdo desta possibilidade de perda de informacoes,
muitos recomendam evitar 0 uso de imagens comprimidas em estudos
morfométricos, embora ndo fornecam a devida demonstragdo da existéncia e
magnitude deste risco de perda®*.

Recentemente, alguns autores tém questionado essa orientacgéo,
argumentando que, em certas condigdes, a falta de precisao de valores obtidos de
imagens comprimidas nao seria suficiente para comprometer a fidedignidade das

analise®®°.

Mesmo que a diferenca entre TIFF e JPEG fosse significante,
0 que impediria a comparacéo direta destes dois tipos de imagem (ou 0 seu uso
indiscriminado em um estudo), a confirmacado de uma relagcao linear entre esses
formatos permitiria a interconversao de valores. Isso, por sua vez, fomentaria o
uso em larga escala de imagens comprimidas que tém como principal vantagem o
menor tamanho do arquivo (o que agiliza a captura e as rotinas de processamento
e anadlise de imagem, além de representar uma grande economia em termos de

ocupacao de memoria, seja a da camera ou a do computador).

No presente trabalho, observou-se uma concordancia “quase perfeita”
(ICC>0,75) entre TIFF e os diferentes tipos de JPEG, em quase todas as variaveis

de quantificacdo vascular consideradas. Nesse sentido, os valores maximos de
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ICC ocorrem nas analises de MVDm e AEnd% (independentemente do tipo de
JPEG considerado) e nas comparagdes entre TIFF e JPEGfine
(independentemente da variavel de quantificacdo avaliada). Ja as principais
excecoes a observacao de concordancia elevada ocorrem quando se comparam:
TIFF e JPEGhigh (nas variaveis AEndm e AEndt); TIFF e JPEGlow (em MVDa,
AEndm e AEndt); e TIFF e JPEGbasic (em MVDa e AEndt). Nestes casos,
os ICCs sao inferiores a 0,75, indicando menor grau de concordancia.
Contudo, apés a eliminacao de valores “outliers”, durante a andlise de correlagao,
a maioria dessas excegoes deixa de existir com o aumento significante do ICC
para valores “quase perfeitos”. Persistem com ICC abaixo de 0,8 as comparagdes
entre TIFF e JPEGs de baixa qualidade ou alta compresséao (JPEG low e basic)
para valores obtidos através da variavel MVD automatico. Mesmo assim,
nesses casos, valores proximos do esperado para TIFF podem ser obtidos a partir
desses tipos de JPEG (low e basic), através da aplicagdo de modelos de
conversao que garantem ajustes ao redor de 77%.

Com bases nesses achados, podemos afirmar que nao se justifica a
recomendacgao atual de se evitar o uso de imagens comprimidas do tipo JPEG,
em estudos de quantificacdo de angiogénese por método histomorfométrico.
Entretanto, quando se optar pela utilizacdo de imagens JPEG (pelos beneficios
delineados acima), deve-se dar preferéncia ao uso de JPEGs de baixa
compressao (alta qualidade) e das variaveis de quantificacdo vascular “MVDm”
e “AEnd%”, por questdes de preciséo e reprodutibilidade.

7.2- Influéncia do numero total de campos

Com o objetivo de avaliar a influéncia do numero total de campos sobre
as variaveis de quantificacao vascular, bem como determinar o numero minimo de
campos necessario a uma analise de angiogénese fidedigna, procedemos ao
calculo dos valores médios de vascularizacao em conjuntos de 1, 3, 5, 10, 15 e

20 campos, construindo, em seguida, uma curva com esses valores. A expectativa
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era de que com o aumento da amostragem (i.e., do numero de campos),
os valores médios de quantificacdo vascular aumentassem ou diminuissem,
se aproximando da média da populagdo (média do total de campos “hotspots” do
corte histolégico), ou seja, entrando em um platd de estabilizacdo. Também era
esperado que as medidas de dispersdo em torno da média (coeficientes de
variacao) diminuissem a medida que a média dos campos se aproximassem a
média do total de campos do corte histoldgico, estabilizando por sua vez em
valores inferiores a 10°’.

Entretanto, nenhuma das hip6teses aventadas pbéde ser confirmada.
Em todas as variaveis de quantificagéo vascular consideradas, a curva “numero de
campos x valor médio de vascularizacado” sofre poucas modificagcdes a medida que
0 numero de campos aumenta. Além disso, nenhuma das modificagdes nos
valores médios atinge significancia estatistica. Vale destacar que a auséncia de
modificagcdes proeminentes na angulacao da curva é consistente principalmente a
partir do conjunto de 3 campos. Embora esses dados parecam indicar uma
estabilizacao precoce da curva (ja em 3 campos), deve-se atentar para o fato do
coeficiente de variacdo nao diminuir significantemente ao longo da curva,
mantendo-se em valores elevados (acima de 20)°’.

Interroga-se se a heterogeneidade bioldégica da amostra (ao se incluir
tumores benignos, “borderline” e malignos) bem como a prépria heterogeneidade
dos hotspots vasculares n&o poderiam, em conjunto, mascarar variacoes
significantes entre os conjuntos de campos. De qualquer forma, o mais importante
€ que, na presenca de coeficientes de variacdo elevados em todo o segmento da
curva considerado, nao se pode afirmar com seguranga que a curva tenha atingido
o platd de estabilizacdo®. Para confirmar esta hipdtese, seria necessario
aumentar o numero de campos analisados, isto €, analisar conjuntos com mais de
20 campos, 0 que, por sua vez, ultrapassaria o escopo do presente trabalho.
Para aumentar a factibilidade da tarefa de analisar conjuntos maiores que
20 campos, seria interessante o uso de equipamentos atuais de digitalizacdo de
corte histologico total (como “scanners” de laminas e microscépios com

motorizacao de charriot).
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Em sintese, ndo foi possivel caracterizar a influéncia do numero
campos de analise sobre os valores de quantificagdo vascular. Em um universo
amostral de 20 campos de médio aumento, independentemente da variavel de
quantificacdo vascular avaliada, nao foi possivel caracterizar com seguranca uma
curva com platé de estabilizagc&o, tdo pouco um N minimo de campos de andlise

capaz de garantir uma andlise fidedigna.
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8- CONCLUSOES



- O impacto do formato de imagem sobre a quantificacdo de parametros de
angiogénese em tumores epiteliais ovarianos pode ser considerada pequena,
ja que a concordancia entre imagens TIFF e JPEG é elevada. Constitui excecao
o contraste TIFF vs. JPEGs de baixa qualidade, na variavel MVDa (densidade
microvascular automatica). Mesmo nesse caso, a interconversdao de valores
pode ser realizada através de modelos de predi¢cdo devidamente estabelecidos

neste trabalho.

- Quando se optar pela quantificacdo de angiogénese a partir de imagens em
formato comprimido, deve-se preferir o uso de JPEGs de alta qualidade e das
variaveis MVDm (densidade microvascular manual) e AEnd% (area endotelial

percentual), a fim de se garantir uma analise mais fidedigna e precisa.

Nao foi possivel caracterizar a influéncia do numero campos de andlise sobre os
valores de quantificacdo vascular. No universo amostral avaliado, nao foi
possivel caracterizar uma curva com platd de estabilizacdo que permitisse a
estimativa de N minimo de campos capaz de garantir uma analise de
angiogénese em tumores ovarianos epiteliais fidedigna. Para aumentar a
factibilidade da tarefa de analisar conjuntos maiores que 20 campos,
seria interessante o uso de equipamentos atuais de digitalizacdo de corte
histol6gico total (como “scanners” de laminas e microscopios com motorizagao

de charriot).
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