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RESUMO  

 

A contagem de blastos na medula óssea (MO) é um parâmetro essencial para a 

classificação e prognóstico das síndromes mielodisplásicas (SMD). No entanto, neste grupo 

de doenças clonais há um alto grau de atipias de células hematopoiéticas da MO podendo 

ser difícil classificar com precisao os blastos mielóides. Nosso objetivo foi investigar se a 

análise de imagem computadorizada de esfregacos de citologia de rotina corados com May-

Grünwald-Giemsa seria capaz de caracterizar estas células. Precursores mieloides imaturos 

foram digitalizados e as imagens segmentadas de forma interativa usando esfregaços de 

MO: 30 casos de SMD recém-diagnosticados (15 RCMD, 11 AREB, 4 AR / ARSA) e 19 

casos de MO normal. A classificação morfológica das células foi feita por consenso de dois 

observadores. A distribuicao da cromatina nuclear foi analisada por variaveis de 

morfometria geomatrica, variaveis derivadas da matriz de co-ocorrência e dimensão fractal 

(DF) para verificar sua utilidade na classificacao destas celulas. Entre as 15 variáveis 

estudadas, todas, exceto área nuclear e homogeneidade local foram capazes de distinguir os 

blastos de promielócitos normais. Precursores atípicos mielóides que morfologicamente 

lembravam mieloblastos apresentaram valores intermediários entre blastos e promielócitos 

de acordo com 5 variáveis e foram classificados como promielócitos por mais 7 variáveis. 

A área nuclear não foi significativamente diferente entre os diversos tipos de celulas. 

Precursores mielóides atípicos imaturos da MO podem ser difíceis de classificar 

corretamente em citologia de rotina. Eles podem ser blastos com maturação anormal ou 

promielócitos atípicos. Como mudanças de textura da cromatina nuclear refletem a 

remodelação dinâmica da cromatina, a análise das variáveis obtidas pode ser útil para 

classificar objetivamente precursores imaturos mielóides nas SMD. 
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ABSTRACT 

 

 Bone marrow (BM) blast count is an essential parameter for classification and 

prognosis of myelodysplastic syndromes (MDS). However, in this group of clonal disorders 

a high degree of atypias in bone marrow hemopoietic cells may be found so that it may be 

difficult to quantify precisely myeloid blasts. Our aim was to investigate whether 

computerized image analysis of routine cytology would be able to characterize these cells.  

In May-Grünwald-Giemsa stained BM smears of 30 newly diagnosed MDS (15 RCMD, 11 

RAEB, and 4 RA/RARS) patients and 19 cases of normal BM, blasts, promyelocytes and 

atypic myeloid precursors were digitalized and interactively segmented. The morphologic 

classification of the cells was done by consensus of two observers. Nuclear morphometry 

and texture features derived from the co-occurrence matrix and fractal dimension (FD) 

were calculated. Among the 13 variables studied, all except nuclear area and local 

homogeneity were able to distinguish blasts from promyelocytes. Atypic myeloid 

precursors that morphologically resembled myeloblasts showed intermediate values 

between blasts and promyelocytes according to 5 variables and were classified as 

promyelocytes by another 7 variables. Nuclear area was not significantly different among 

the cells. BM atypical immature myeloid precursors may be difficult to classify correctly in 

routine cytology. They could be abnormally maturing blasts or atypical promyelocytes. As 

nuclear texture changes reflect chromatin remodeling dynamics, the analysis of the 

variables obtained by image analysis may be useful to objectively classify immature 

myeloid precursors in MDS. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 As Síndromes Mielodisplásicas 

 

1.1.1 Critérios Diagnósticos 

 

As Síndromes Mielodisplásicas (SMD) compreendem um grupo de doenças clonais 

das células da medula óssea (MO) que apresentam anormalidades variadas de proliferação e 

maturação causando citopenias no sangue periférico e MO hipercelular, devido a uma 

hematopoese ineficaz. Um terço dos casos evolui para uma leucemia aguda.   

Estas síndromes ocorrem predominantemente em pacientes acima de 50 anos, sendo 

raras na infância. (1) A incidência de anemia em pacientes idosos é comum e freqüente, 

pois as condições da MO nesta idade favorecem o aparecimento de clones anormais 

decorrentes do próprio envelhecimento, propiciando o desenvolvimento de mielodisplasias 

(2). 

O diagnóstico é baseado em dados do hemograma, achados citológicos e histológicos 

da medula óssea e evidências de alterações clonais detectadas por técnicas de citogenéticas 

convencionais e moleculares. Sendo a citologia da MO primordial para o diagnóstico e 

classificação das SMD (3,4) 

Podemos contar também com o auxílio da citometria de fluxo como uma ferramenta 

útil no diagnóstico das SMD pela deteccao de expressões anômalas dos antígenos celulares 

relacionados a linhagem e maturação. Podemos tambem quantificar o numero de células 

CD34+, o que prediz a progressão do clone neoplásico (5,6).   

A principal característica das SMD, no sangue periférico, são as citopenias. Pode 

haver presença de granulócitos imaturos, até mieloblastos. No exame citológico da MO é 

avaliada a morfologia das três séries hematopoiéticas, bem como as suas atipias e é contado 

o número de blastos. Importante para o diagnóstico diferencial da leucemia aguda e da 

anemia refratária com excesso de blasto (AREB), a porcentagem dos mieloblastos na MO 

se baseia nos critérios da Organização Mundial da Saúde (OMS) (7,8).  

  Introdução 
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Entretanto há uma dificuldade em se classificar as células imaturas e quantificar o 

número de mieloblastos, uma vez que o distúrbio de maturação e as atipias presentes na 

medula óssea podem dificultar a classificação correta dos precursores. Assim o limite entre 

SMD e leucemia aguda pode ser difícil de ser estabelecida (5).  

Portanto, é necessário que se tenha uma definição inequívoca de quais células são 

blásticas, dado que é o mais importante fator prognóstico na SMD, em termos de sobrevida 

global e risco de progressão leucêmica (9). Para isso a padronização dos critérios 

morfológicos tem sido recomendada (5,7) 

 

1.1.2 Diagnóstico de Exclusão 

 

Há uma série de causas de citopenias periféricas devidas a alterações hematopoiéticas 

não clonais, e que podem causar alterações morfológicas nas células hematopoiéticas da 

MO. Para excluí-las é importante averiguar o histórico dos pacientes em relação ao etilismo 

e uso de medicamentos e realizar testes laboratoriais para investigar deficiências 

nutricionais – folato e vitamina B12 –, insuficiência renal, hepática e tireoidiana, 

hemoglobina paroxística noturna (HPN), doenças auto-imunes e infecções virais tais como 

hepatites, citomegalovírus (CMV), toxoplasmose, parvovírus e vírus da imunodeficiência 

adquirida (HIV).  

Casos de pacientes soropositivos para HIV se destacam no protocolo de exclusão por 

apresentarem citopenias a alterações morfológicas na MO com muitas atipias. Portanto, o 

diagnóstico de SMD é um diagnóstico de exclusão. Pelo menos 50% dos pacientes que se 

apresentam com quadro de citopenias e alterações morfológicas medulares podem não 

apresentar doenças clonais (1,10,11). 

 

1.1.3 Classificação 

A SMD foi inicialmente descrita em 1982 como “pre-leucemia”. Em 1985 foi descrita 

a primeira classificacao pelo grupo FAB (French-American-British). (Tabela 1). 
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Tabela 1: Classificação das SMD segundo o grupo FAB 

 

Tipo Sangue Periférico Medula óssea 

Anemia refratária (AR) Blastos ≤ 1% Blastos ≤ 5% 

Anemia refratária com 
sideroblasto em anel (ARSA) 

Blastos ≤ 1% 

  

Blastos ≤ 5% 
Sideroblasto em anel > 
15% 

Anemia refratária com excesso 
de blastos (AREB) 

Blastos < 5% Blastos > 5% e < 20% 

Leucemia mielomonocítica 
crônica (LMMC) 

Blastos < 5% Blastos < 20% 

 Monócitos > 1000/mm3  

Anemia refratária com excesso 
de blasto em transformação 
(AREB-T) 

Blastos ≥ 5% 
Blastos entre > 20% e < 
30% ou com bastonete 
de Auer 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) propôs, em 2001, uma nova classificação 

que correlacionava os dados da citogenética com os parâmetros clínicos, morfológicos e 

citoquímicos que foram utilizados na classificação FAB. Em 2008, os critérios diagnósticos 

foram revistos e publicados com algumas alterações incluindo uma classificação provisória 

de citopenia refratária na infância (12). A base de classificação da OMS é a avaliação das 

células hematopoiéticas na medula óssea, além da contagem do número de mieloblastos 

(Tabela 2) (13).  

Os mieloblastos das SMD podem ser apresentar como blastos tipo I, II e III. Blastos 

tipo I são menores, possuem alta relação núcleo citoplasma com cromatina fina e frouxa, 

apresentam nucléolos, sem grânulos e basofilia discreta não apresentando bastão de Auer 

(Figuras 1 e 2).  

Blastos tipo II são maiores que o I, menor relação núcleo citoplasma com discreta 

granulação, cromatina condensada, nucléolos e Golgi proeminente. Blastos tipo III, 

semelhantes ao tipo II, porém com granulação azurófila abundante.  
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Tabela 2: Classificação das SMD segundo a OMS – 2008 (12) 

Tipo Sangue periférico Medula óssea 

Citopenia refratária com 
displasia em uma linhagem 
(CRDU); Anemia Refratária 
(AR); Neutropenia refratária 
(NR); Trombocitopenia 
refratária (TR) 

Unicitopenia ou bicitopenia¹ 
Blastos raros ou ausentes (<1%)² 

Displasia única linhagem: ≥10% das 
células em uma linhagem mielóide 
<5% blastos 
<15% dos precursores eritroides são 
sideroblastos em anel. 

Anemia Refrataria  
com sideroblastos em anel 
(ARSA) 

Anemia 
Blastos ausentes 

Displasia linhagem eritróide, 
≥15% sideroblastos em anel, 
<5% blastos 
 

Citopenia refrataria com 
displasia de múltiplas  
linhagens (CRDM) 

Citopenia(s) 
Blastos raros ou ausentes (<1%)² 
Bastão de Auer ausente 
Monócitos <1x109/L 
 

Displasia ≥10% células de duas ou 
mais 
linhagens de células mielóide 
(neutrófilos e/ou precursores eritroides 
e/ou megacariócitos 
±15% sideroblasto em anel 
<5% blastos, 
Bastão de Auer ausente 
 

Anemia refratária com 
 excesso de blastos-1 
(AREB-1) 
 

Citopenia(s) 
<5% blastos 
Bastão de Auer ausente 
Monócitos <1x109/L 

Displasia em uma ou múltipla 
linhagem 
5-9% blastos² 
Bastão de Auer ausente 
 

Anemia refratária com  
excesso de blastos-2 
(AREB-2) 
 

Citopenia(s) 
5-19% blastos 
Bastão de Auer ±³ 
Monócitos <1x109/L 

Displasia em uma ou múltipla 
linhagem 
10-19% blastos 
Bastão de Auer ±³ 
 

SMD inclassificável  
(SMD-I) 

Citopenias 
≤1% blasto² 
 

Displasia inequívoca < 10% das 
células em uma ou mais linhas de 
células mielóides quando 
acompanhado por uma anormalidade 
citogenética considerado como 
evidência presuntiva para o 
diagnóstico de SMD <5% blastos 
 
 

SMD associado com del (5q) Anemia. 
Plaquetas normais ou elevadas 
Blastos raros ou ausentes (<1%) 

Megacariócitos em número normal ou 
elevado, com núcleo hipolobulado. 
<5% blastos 
Bastão de Auer ausente 
Isolada del (5q) 

¹Bicitopenia pode ser observada. Casos com pancitopenia podem ser classificados como SMD-I. 
²Se a porcentagem de blastos na medula óssea for <5% mas se houver 2-4% mieloblastos no sangue, a 
classificação diagnóstica será AREB 1. Casos de CRDU e CRDM com 1% mieloblastos no sangue podem ser 
classificadas como SMD-I. 
³Casos com bastão de Auer e 5% de mieloblastos no sangue e <10% na medula óssea podem ser classificados 
como AREB 2.  
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Figura 1: Tipos de blastos nas SMD (14) 
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Figura 2: Tipos de blastos nas SMD. A: Blasto tipo I, B: Blasto tipo II 

 

1.1.4 Fatores Prognósticos 

As características prognósticas variam entre os pacientes (8). Alguns podem ter 

evolucao muito longa nao necessitando de tratamento, mas outros podem ter piora rapida 

das citopenias, ou mesmo evoluir para leucemia aguda.  

Greenberg e colaboradores implementaram um sistema de pontuação baseada em 

parâmetros prognósticos como: porcentagem de blastos, cariótipo e número de citopenias 

podendo desse modo, classificar os pacientes de acordo com suas características biológicas 

e clínicas. O International Prognostic Scoring System  (IPSS) (Tabela 3) prediz sobrevida 

 



 

ou evolução para leucemia mielóide aguda (LMA), baseada na porcentagem de blastos na 

MO (7,12).  

Introduzido em 1997, o IPSS foi concebido de forma a traduzir o grau de gravidade 

da doença a partir de parametros do hemograma, MO e citogenetica. O IPSS classifica o 

paciente em baixo risco, intermediário 1, intermediário 2 e alto risco (Tabela 4). 

 

Tabela 3. Fatores prognósticos de acordo com a classificação IPSS para SMD (12) 

Pontuação 0 0,5 1 1,5 2 

Blastos na M.O. (%) <5 5 a 10 _ 11 a 20 21 a 30* 

Cariótipo ** Baixo risco intermediário Alto risco   

Citopenias*** 0 a 1 2 a 3    

*Este grupo é reconhecido como LMA na classificação OMS. 

**Cariótipo: Baixo risco = normal, -Y, del (5q), del (20q); 

       Alto risco = cariótipos complexos (≥3 anormalidades) ou anormalidades do 7 

       Intermediário = todas as demais alterações citogenéticas. 

***Citopenias: Hb < 10g/dL 

           Neutrófilos < 1,8 x 109/L 

           Plaquetas < 100 x 109/L  

 

 

Tabela 4: Grupos de risco de acordo com a soma de pontos na classificação IPSS e 
sobrevida em anos (8) 

Grupo de Risco Pontuação Sobrevida (anos) 

Baixo 0 5,7 

Intermediário I 0,5 a 1,0 3,5 

Intermediário II 1,5 a 2,0 1,2 

Alto >2,5 0,4 
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1.1.5 A Textura Nuclear e Análise de Imagens 

 

A análise computacional de imagens microscópicas digitalizadas é uma técnica 

objetiva e reproduzível para o diagnóstico de caracteristicas celulares, e especialmente 

nucleares (15,16). Nesse contexto, a análise da textura nuclear permitiu diagnosticar 

neoplasias, estabelecendo as diferenças dos tecidos normais para os neoplásicos 

(17,18,19,20-22). As mudanças na textura nuclear dos tecidos analisados, além de 

mudanças no conteúdo do DNA, puderam refletir a remodelação da cromatina causada por 

determinadas drogas como 17-β-estradiol e ácido valpróico (AVP), caracterizando a 

transformação neoplásica (16,23,24). A redistribuição da cromatina nuclear, medida pelas 

técnicas de análise de imagens reconhece alterações epigenéticas importantes na 

etiopatogenia das neoplasias hematológicas como LMAs e nas SMDs. (16,25,26). O estudo 

da dimensão fractal da cromatina nuclear em neoplasias tem provado ser um importante 

fator prognóstico (23,27-30). 

Há diversos parâmetros para estudar a textura de imagens digitais (31). Entretanto, o 

impacto das variações na coloração ou textura da análise morfométrica também pode 

depender, em grande parte do tipo de variável analisada (32).  

Portanto, os dados da morfometria geométrica, a matriz de co-ocorrência, a dimensão 

fractal (Fourier e Minkowisk), a análise da granularidade de cromatina (25) e a execução 

das transformadas de Fourier (FFT), permitem o conhecimento detalhado da textura da 

cromatina nuclear. Por essa técnica detectamos também sutis alterações morfológicas que 

não são reconhecidas pela microscopia convencional nem mesmo por um especialista. 

Além disso, permitiremos encontrar, com o desenvolvimento da microscopia digital 

como uma ferramenta de trabalho em laboratórios de rotina e de telemedicina, importantes 

variáveis para classificação das células. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos Gerais 

Verificar se a morfometria é uma ferramenta útil no diagnóstico e na quantificação de 

mieloblastos nas SMD, tendo em vista as dificuldades diagnósticas e principalmente em 

casos com poucas atipias e cariótipo normal. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

1. Analisar a medula normal no sentido de verificar a variação dos parâmetros 

morfométricos estudados durante a maturação da granulopoese normal.  

2. Verificar quais dos parâmetros da análise da cromatina estudados foram melhores 

para discriminar as diversas fases de maturação na granulopoese normal e quais 

foram importantes para diferenciar mieloblastos de promielócitos. 

3. Comparar os valores obtidos nas células normais e nas dos pacientes com 

mielodisplasia. 

4. Pela análise de imagem, classificar precursores mieloides atípicos.  
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3. PACIENTES E MÉTODOS 

 

3.1 Medula Óssea Normal 

 

Lâminas de esfregaço de sangue de MO coradas com May-Grünwald-Giemsa, 

arquivadas no laboratório de hematologia do Hemocentro da Unicamp foram usadas para o 

presente estudo. 

Como controles foram estudados casos com coleta de medula de 2007 a 2009. Os 

critérios de inclusão foram: idade adulta, doenças sem comprometimento medular como 

Púrpura (PTI), pacientes em estadiamento de linfomas.  

As lâminas de esfregaço de sangue de MO utilizadas estavam em perfeitas condições 

de observação, ou seja, o esfregaço estava apropriado para a captura de imagens, as células 

estavam íntegras, não havia empilhamento celular e a coloração do esfregaço estava 

adequada, não havendo lâminas com coloração carregada ou muito clara para não interferir 

na análise de imagem. 

 

3.2 Casos de SMD 

 

3.2.1 Critérios Diagnósticos e Classificação 

 

Entraram no estudo, pacientes adultos com diagnóstico de SMD entre os anos 2007 e 

2009.  

O diagnóstico foi realizado segundo critérios OMS 2008 (7). Os mesmos critérios 

para o estudo de lâminas dos casos normais foram usados para a escolha dos casos de 

SMD, bem como a captura de imagens. 
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3.3 Análise de imagem 

 

3.3.1 Aquisição 

 

Foi usado o microscópio binocular Leica DC 500 com sistema digital (formato-bmp; 

o espaçamento entre amostra de 0.1μm/pixel) com a objetiva de 100 aumentos de imersão a 

óleo para aquisição interativa das imagens (Figura 4). Foram capturadas imagens de células 

consecutivas da linhagem mielóide. 

Capturamos aproximadamente 30 células entre mieloblastos e promielócitos de cada 

lâmina de MO dos casos normais assim como também foram capturadas em torno de 30 

células entre mieloblastos, promielócitos e células imaturas atípicas de cada lâmina de MO 

dos casos de SMD. Foram consideradas como células precursoras mielóides imaturas 

atípicas aquelas nas quais não houve concordância entre dois observadores ao classificar 

estas células. Todas as imagens foram digitalizadas, nomeadas e em seguida foram 

segmentados os núcleos de forma interativa.  

 As imagens foram adquiridas pelo mesmo operador e a classificação morfológica das 

células, por consenso, foi feita por dois especialistas independentes de acordo com os 

critérios da OMS (13). As células que não possuíam características de mieloblastos e nem 

de promielócitos foram consideradas como atípicas. 

 

   

 A  B   C 

Figura 3: Precursores granulocíticos imaturos observados nos casos de SMD.  
A: Mieloblasto, B: Promielócito, C: Precursor granulocítico imaturo atípico.  
Corados com May-Grünwald-Giemsa x1000. 
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A figura 3.A exibe um mieloblasto. O promielócito (figura 3.B) é uma célula que 

possui a “zona” de Golgi visível, baixa relação núcleo citoplasma e núcleo excêntrico com 

numerosos grânulos citoplasmáticos (33). Embora algumas células blásticas possuam a 

“zona” de Golgi elas não possuem as outras características dos promielócitos.   

As células atípicas (figura 3.C) podem apresentar-se com citoplasma pouco granular 

com alta relação núcleo citoplasma e assincronismo de maturação. Em determinados casos 

é difícil a classificação desses tipos celulares em mieloblastos ou promielócitos. 

 

 

Figura 4: Microscópio Leica DG500 com captura de imagens. 

 

Foram respeitados os seguintes critérios para seleção das imagens: 

a) Somente foram consideradas as células sem sobreposição, pregas no citoplasma ou 

dobramentos, sem precipitados de corante;  

b) Não foram consideradas as células que apresentavam superposição entre si ou 

ligadas a hemácias; 

c) Cada imagem nuclear foi adquirida no melhor foco em que os contornos da célula 

se apresentaram nítidos na maior parte do perímetro da carioteca. 
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3.3.2 Segmentação 

 

Depois de capturadas, as imagens foram convertidas para o formato bitmap a fim de 

uniformizar o grau de brilho das imagens. Pela técnica de thresholding (técnica de 

segmentação de imagem mais usada) do programa de segmentação, o núcleo de cada célula 

foi isolado (Figura 5). Já isolados, os núcleos foram convertidos em escala de cinza com 

níveis de luminância entre 0 e 255, sendo esta mais brilhante. 

 No momento da segmentação, a identificação da célula foi feita através de um 

comando no programa de aquisição de modo a facilitar a organizá-las em tabelas mostrando 

o tipo da célula, o número da lâmina e o número da imagem. 

Após a padronização dos normais, foram analisadas as lâminas de medula óssea 

colhidas na rotina diagnóstica dos casos novos de SMD.  

 

3.3.3 As variáveis  

 

Foram estudadas as seguintes variáveis para a análise da textura da cromatina: 

 Morfometria geométrica:  

 Área nuclear; 

 Perímetro 8 – avalia os pixels das bordas da imagem obtendo objetos com 

conexidade 8; 

 Fator de forma 8 – avalia quão próxima é da circunferência a forma do contorno 

da imagem segmentada. Quanto mais próxima da forma arredondada, o fator de 

forma se aproxima de 1. O FF8 utiliza na fórmula o Perímetro 8; 

 Desvio padrão do nível de cinza. 

 

 Variáveis derivadas da matriz de co-ocorrência são calculadas a partir da relação entre 

os pixels vizinhos em uma imagem convertida em graus de cinza e descrevem o quanto 

a possibilidade de relação entre os pixels se repete na imagem. Um dos métodos mais 

usados para análise de textura foi proposto pela primeira vez por Haralick em 1973 

(34).  
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Dentre as treze medidas propostas por ele, sete foram usadas nesse trabalho:  

 Entropia de Haralick: fornece o grau de dispersão de níveis de cinza de uma 

imagem.  

 Inércia: semelhante ao contraste, descrita por Haralick em anos posteriores. A 

inércia é maior quando a imagem tiver transições abruptas de brilho. 

 Homogeneidade local: mede a homogeneidade entre os pixels de uma imagem. 

Grandes valores para regiões com níveis de cinza similares 

 Energia: avalia a uniformidade da textura. Quanto menor a uniformidade entre 

os graus de cinza, menor é a energia. 

 Contraste: descrita por primeira vez por Haralick (34), quanto maior o contraste, 

maior a variação abrupta de brilho.  

 Momento Diagonal: conceito semelhante ao contraste. Variações abruptas de 

brilho na imagem realçam a diagonal principal da matriz de co-ocorrência. 

 Proeminência local (x10-5): mede se a imagem é mais clara ou mais escura. Se a 

cromatina transpassa mais luz a proeminência é maior. 

 Dimensão Fractal: é usada para caracterizar a complexidade de uma textura. Ela mede 

auto-semelhança independente de escala dentro de uma estrutura complexa e tem a ver 

com o seu grau de irregularidade (20,23,35). Fractais são formas complexas que não 

podem ser medidas apenas por dimensão topológica. Pode-se afirmar que a dimensão 

fractal de um conjunto é um valor que diz o quão densamente um conjunto ocupa o 

espaço métrico em que ele existe. Quanto maior a irregularidade de uma forma, maior é 

a sua Dimensão Fractal. 

 O parâmetro “goodeness-of-fit” (grau de adaptação ao fractal perfeito) ou R2, 

também denominado grau de aproximação da dimensão fractal (DF), avalia o 

grau de granularidade e regularidade da imagem nuclear (3,27,32, 35,36). 

Dimensão Fractal de acordo com Fourier. 

 Anel 1: Mede a variação suave de brilho da imagem. 
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Figura 5: Programa Limiar para segmentação nuclear das células. A imagem acima, à 

esquerda é a imagem digital original. Abaixo, o mesmo núcleo após a segmentação. 

 

 

O cálculo das variáveis morfométricas geométrica, da matriz de co-ocorrência e de 

Fourier foi feito, sendo que na medula óssea normal foram analisadas as variáveis que 

diferenciavam Blastos dos Promielócitos. Foram aplicados estes parâmetros às células 

atípicas das SMDs. 

 

3.4 Análise estatística 

Primeiro, foram comparados os valores obtidos para os mieloblastos e promielócitos 

normais para todas as características morfométricas e de textura nuclear utilizando o teste t-

dependente. O teste t de Student foi utilizado para comparar as características 

morfométricas e de textura de blastos normais e da SMD e dos promielócitos normais e da 

SMD. Numa terceira etapa, as diferenças entre as características nucleares de blastos, 
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promielócitos e precursores mielóides atípicos dos pacientes com SMD foram calculadas 

pela análise de variância para medidas repetidas.  

Diferenças entre blastos e precursores atípicos mielóides ou entre estes e 

promielócitos foram calculados com a ajuda de testes-t pareados, com correção do erro alfa.  

Quando houve diferença significativa entre o valor dos blastos e atípicos mas não 

destes e os prómielóciots, os atípicos foram considerados como prómielócitos. Quando não 

houve diferença entre atípicos e blastos, mas sim entre atípicos e promielócitos, eles foram 

classificados como blastos. Se não houve diferença entre blastos e atípicos e estes e 

promielócitos ou se todos estes valores foram significativamente diferentes, os atípicos 

foram considerados intermediários entre blastos e promielócitos.   
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4. RESULTADOS  

 

4.1 A análise dos casos normais 

 

Nós analisamos esfregaços de MO de 19 casos normais. A idade mediana dos 

pacientes com MO normal foi de 57 anos (24 a 85 anos), sendo 9 homens e 10 mulheres 

(Tabela 5). Os casos normais foram selecionados a partir das indicações da MO como 

neutropenia, plaquetopenia, sem evidência de infiltração tumoral e linfomas, as quais 

evidenciaram MO morfologicamente normal. Quinze variáveis foram analisadas: 4 de 

morfometria geométrica (Tabela 6), 7 de co-ocorrência de matriz (Tabela 7) e 4 sobre DF 

(Tabela 8). Na MO normal, 12 variáveis (exceto área e homogeneidade local e DF 

Minkowski) apresentaram valores significativamente diferentes para os blastos e 

promielócitos.  

 

Tabela 5. Média dos dados clínicos dos casos NORMAIS  

Casos (n°) 19 

Idade (anos) 57 

GB (x10³/mm³)* 4.46 

Hb (g/dL)* 11.7 

Plaq (x10³/mm³)* 148 

Mieloblastos da MO % 5.1 

*em sangue periférico. 
 

As variáveis que obtiveram valores significativos demonstrando diferenças entre os 

mieloblastos e promielócitos normais são mostrados nas tabelas 6-8. 

As variáveis da morfometria geométrica (tabela 6) estudadas que foram 

significativas: perímetro 8 (p < 0.0005), fator de forma (p < 0.0005) e desvio padrão do 

nível de cinza (p = 0.04). As variáveis da matriz de co-ocorrência (tabela 7) estudadas 

foram significativas para: entropia de Haralick (p = 0.02), inércia (p < 0.005), energia (p < 

0.005), contraste (p = 0.005), momento diagonal (p <0.005) e proeminência local (p = 
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0.01). As vaiáveis estudadas de dimensão fractal e Fourier (tabela 8) foram significativas 

para: R2 45 Minkowski (p = 0.007), DF Fourier (p = 0.006) e Anel 1       (p = 0.002) 

 

Tabela 6. Morfometria geométrica - casos normais 

 Mieloblastos Promielócitos p 

Área µ2 111.9 112.7 0.75 (n.s.) 

Perímetro 8 579 636 < 0.0005 

Fator de forma 0.957 0.792 < 0.0005 

Desvio padrão do nível de cinza 8.6 8.1 0.04 

n.s. = não significativo 

 

Tabela 7. Matriz de co-ocorrência – casos normais 

 Mieloblastos Promielócitos p 

Entropia de Haralick 7.90 7.77 0.02 

Inércia 4.17 3.82 <0.005 

Homogeneidade Local 0.535 0.538 0.51 (n.s.) 

Energia 7177 6430 <0.005 

Contraste 4.17 3.82 0.005 

Momento Diagonal 19.1 17.7 <0.005 

Proeminência local (x10-5) 3.38 2.79 0.01 

n.s. = não significativo 
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Tabela 8. Variáveis de dimensão fractal e Fourier – casos normais. 

 Mieloblastos Promielócitos p 

DF Minkowski** 2.134 2.128 0.08 (n.s.) 

R2 45 Minkowski   0.99647 0.99613 0.007 

DF Fourier** 2.2128 2.2582 0.006 

Anel 1 70631 36342 0.002 

**DF=Dimensão Fractal; n.s. = não significativo 

 

4.2 A análise dos casos SMD 

 

A idade mediana dos pacientes com SMD foi de 64 anos (30 a 85 anos), sendo 16 

homens e 14 mulheres (Tabela 9). Os valores obtidos para os núcleos de precursores 

granulocíticos de SMD são apresentados nas Tabelas 10-12. Segundo a classificação OMS, 

a maioria dos casos foi CRDM e AREB.  

Na MO dos casos analisados, todas as variáveis estudadas apresentaram valores 

significativamente diferentes para blastos e promielócitos, exceto a área nuclear (tabelas 

10-12). As variáveis que classificaram as células atípicas como intermediárias entre blastos 

e promielócitos foram: o perímetro 8 (p<0.0005), o fator de forma (p<0.0005), o desvio 

padrão do nível de cinza (p = 0.01), DF de Fourier (p<0.005) e o Anel 1 (p<0.005).  

As variáveis que classificaram as células atípicas como promielócitos foram: a inércia 

(p<0.005), a energia (p<0.005), o contraste (p<0.005), o momento diagonal (p<0.005), a 

proeminência local (p<0.005), DF (p = 0.001) e R2 (p = 0.06) de Minkowski. 

Precursores atípicos granulocíticos apresentaram valores intermediários para 7 

variáveis e foram semelhante à promielócitos de acordo com 7 variáveis. Exceto a área que 

não foi significativa. Nenhuma das características estudadas classificaram essas células 

atípicas como blastos. Esses achados foram independentes do tipo OMS. 
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Tabela 9. Média dos dados clínicos dos casos SMD  

OMS AR/ARSA CRDM AREB 

Número de casos 4 15 11 

Idade (anos) 64 64 62 

Leucócitos  (x10³/mm³) * 4.7 3.6 3.1 

Hemoglobina (g/dL)* 10,5 10,3 8,1 

Plaquetas (x10³/mm³)* 234 240 184 

Blastos da MO % 2.0 1.0 8.0 

*em sangue periférico. 

 

Tabela 10. Morfometria geométrica – casos SMD 

 Mieloblastos Atípicos Promielócito P 
Precursor 

mieloide atipico 

Área µ2 118.4 118.5 121.0 0.37 n.s. 

Perímetro 8 598 628 656 <0.0005 Int. 

Fator de forma 0.94 0.85 0.80 <0.0005 Int. 

*Desv. p. Nível de cinza 9.1 8.4 8.1 0.01 Int. 

*Desv. p. nível de cinza: Desvio Padrão do nível de cinza;  n.s.: não significativo;  int: intermediário. 
 

A figura 6 demonstra a classificação das células atípicas pela a análise do 

desvio padrão do nível de cinza. Neste caso o precursor mieloide atípico teve valores 

intermediários entre promielócitos e mieloblastos.  
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Figura 6: Classificação das células atípicas como intermediário segundo o desvio padrão do 

nível de cinza. 

 

 

 

Tabela 11. Variáveis da matriz de co-ocorrência – casos SMD 

Int: intermediário; Pro: promielócito 

 
Mieloblastos Atípicos Promielócito p 

Precursor 
mieloide atípico 

Entropia de Haralick 7.65 7.59 7.52 <0.005 Int. 

Inércia 3.67 3.39 3.28 <0.005 Pro 

Homogeneidade Local 0.553 0.555 0.558 <0.005 Int. 

Energia 6749 5748 5595 <0.005 Pro 

Contraste 3.67 3.39 3.28 <0.005 Pro 

Momento Diagonal 17.4 16.1 15.6 <0.005 Pro 

Proeminência local (x10-5) 3.17 2.39 2.19 <0.005 Pro 
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Segundo as variáveis da matriz de co-ocorrência, a entropia e a inércia 

mostraram para os precursores atípicos valores intermediários entre blastos e promielócitos. 

Todas as outras variáveis classificaram estas células como promielócitos.   

As figuras 7 e 8 mostram a classificação das células atípicas pela a análise da 

matriz de co-ocorrência utilizando as variáveis inércia e energia respectivamente. Neste 

caso as células atípicas foram classificadas como promielócitos.  

 

 

Figura 7: Classificação das células atípicas como promielócito segundo a 
inércia. 
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Figura 8: Classificação das células atípicas como promielócito segundo a energia. 

 

Tabela 12: Variáveis de dimensão fractal e Fourier – casos SMD 

 Mieloblastos Atípicos Promielócitos P 
Precursores 
mieloides 
atipicos 

DF Minkowski ** 2.122 2.118 2.118 0.001 Pro 

R2 45 Minkowski 0.99819 0.99807 0.99809 0.06 Pro 

DF Fourier** 2.277 2.305 2.323 <0.005 Int. 

Anel 1  70346 57174 42546 <0.005 Int. 

** DF: dimensão fractal, Pro: promielócito, Int: intermediário  

 

4.3 Comparação entre os mieloblastos normais e mieloblastos SMD 

 

Comparados aos mieloblastos normais, os mieloblastos da SMD foram diferenciados 

por 8 variáveis (tabela 13) e apresentaram valores significativos segundo as variáveis: 

Entropia de Haralick (p = 0.01), inércia (p = 0.05), homogeneidade local (p = 0.01), 

contraste (p = 0.05), momento diagonal (p = 0.05), DF de Minkowski (p = 0.01), R2 de 

Minkowski (p <0.005) e DF Fourier (p = 0.005). 
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Tabela 13. Variáveis usadas na diferenciacao de mieloblastos normais e dos casos de SMD 

 Mieloblastos Normais Mieloblastos SMD p 

Área µ2 111.9 118.4 n.s. 

Perímetro 8 579 598 n.s. 

Fator de forma 0.957 0.94 n.s. 

*Desv. p. Nível de cinza 8.6 9.1 n.s. 

Entropia de Haralick 7.90 7.65 0.01 

Inércia 4,17 3.67 0.05 

Homogeneidade local 0.535 0.553 0.01 

Energia 7177 6749 n.s 

Contraste 4.17 3.67  0.05 

Momento Diagonal 19.1 17.4 0.05 

Proeminência local (x10-5) 3.38 3.17 n.s. 

**DF Minkowski  2.134 2.122 0.01 

R2 45 Minkowski 0.99647 0.99819 <0.005 

**DF Fourier 2.2128 2.277 0.005 

Anel 1  70631 70346 n.s. 

*Desv. p. nível de cinza: Desvio Padrão do nível de cinza; **DF: Dimensão Fractal;  n.s.: não 

significativo 

 

 

4.4 Comparação entre os promielócitos normais e promielócitos SMD 

 

Os promielócitos da SMD comparados as células da SMD foram diferenciados por 9 

variáveis (tabela 14) e apresentaram valores significativos segundo as variáveis: Entropia 

de Haralick (p = 0.03), inércia (p = 0.01), homogeneidade local (p = 0.01), energia (p = 

0.04), contraste (p = 0.01), momento diagonal (p= 0.02), DF de Minkowski (p = 0.03), R2 

de Minkowski (p = 0.001) e DF Fourier (p = 0.01). 
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Tabela 14. Variáveis usadas na diferenciação de promielócitos normais de casos de SMD 

 
Promielócitos 

Normais 

Promielócitos 

SMD 
p 

Área µ2 112.7 121.0 n.s. 

Perímetro 8 636 656 n.s. 

Fator de forma 0.792 0.801 n.s. 

*Desv. p. Nível de cinza 8.1 8.1 n.s. 

Entropia de Haralick 7.77 7.52 0.03 

Inércia 3.82 3.28 0.01 

Homogeneidade local 0.538 0.558 0.01 

Energia 6430 5595 0.04 

Contraste 3.82 3.28 0.01 

Momento Diagonal 17.7 15.6 0.02 

Proeminência local (x10-5) 2.79 3.17 n.s. 

**DF Minkowski  2.128 2.118 0.03 

R2 45 Minkowski 0.99613 0.99809 0.001 

**DF Fourier 2.2582 2.323 0.01 

Anel 1  36342 42546 n.s. 

*Desv. p. nível de cinza: Desvio Padrão do nível de cinza; **DF: Dimensão Fractal;  n.s.: não 

significativo 
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5. DISCUSSÃO 

 

A análise de textura nuclear tem sido usada freqüentemente em patologia 

(17,18,28,29,34,37,38). Estes estudos permitiram analisar a diferenciação de tecidos 

normais, classificar neoplasias (16,18,30) e também estabelecer variáveis prognósticas 

(23,27,35). Além disso, Mello et al (39) usaram esse conceito de análise para avaliar 

mudanças na textura nuclear que reflete o remodelamento da cromatina de células em 

cultura após a incubação com agentes cancerígenos, comprovando que o 17-β-estradiol (E-

2) pode provocar mudanças no conteúdo e na distribuição do DNA nuclear. Essas 

alterações são indicativas de transformação neoplásica. 

A análise de imagem foi capaz de demonstrar mudanças nas características nucleares 

no carcinoma ductal in situ da mama, que tinham importância prognóstica (28). Estas 

análises morfométricas foram altamente sensíveis para detectar alterações 

submicroscópicas que não foram detectadas por especialistas utilizando microscopia de luz 

convencional.  

O uso da análise de imagem nuclear computadorizada de diversos tecidos permitiu o 

diagnóstico diferencial entre lesões benignas (adenomas) e malignas (carcinomas) (28,19-

21,24,40). Kortenhorst et al (22) usaram a análise da textura da cromatina para estudar a 

ação do ácido valpróico (AVP) no carcinoma de próstata in vivo e in vitro. O AVP é um 

inibidor da enzima histona desacetilase, altera a acetilação das histonas aumentando a 

apoptose em células malignas, e agindo desta maneira como droga antineoplásica, por 

efeito epigenético. O uso do AVP por um longo tempo causa alterações significativas na 

estrutura nuclear das células do câncer de próstata in vitro e também em xenoenxertos em 

camundongos, pelo aumento da acetilação das histonas. Essas alterações podem ser usadas 

para medir a resposta terapêutica. O tratamento com AVP também induz mudanças 

estruturais nucleares em hepatócitos e células renais em camundongos, onde os metabolitos 

são excretados. Essas mudanças são responsáveis pela hepatotoxicidade da droga. 

 Além do auxílio ao diagnóstico de células neoplásicas, a análise de textura nuclear 

em patologia, nos permite distinguir tumores benignos e malignos de cólon, mesotelioma e 

carcinomatose pleural ou entre diferentes carcinomas pulmonares, demonstrando o grau de 
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diferenciação da neoplasia  (41). A aplicação dessa técnica em histologia e na citologia tem 

permitido avaliar o grau de diferenciação de neoplasias analisando progressivas mudanças 

na textura da cromatina (17,18,23,29,30,37-39)  .  

A dimensão fractal tem sido aplicada com sucesso para classificar tipos de neoplasias 

hematológicas pela citologia (32,43). A morfometria geométrica, derivadas da matriz de co-

ocorrência e as características de Fourier têm ajudado a estabelecer variáveis prognósticas 

como, por exemplo, em neoplasias papilares uroteliais e carcinoma oral de células 

escamosas (44,45). Para a classificação de tipos de neoplasia como, por exemplo, o 

diagnóstico diferencial do carcinoma folicular da tireóide foi aplicado o estudo de textura 

nuclear baseada na dimensão fractal pelo metodo de Minkowski (20). 

  O uso da análise de imagem de textura nuclear em citologia de mama mostrou que a 

reposição hormonal com diferentes drogas pode induzir variado grau de mudanças na 

estrutura nuclear podendo, portanto ser útil no exame de pacientes e prever a ocorrência de 

alteração maligna (4). Utilizada também para identificar estágios de maturação nuclear, a 

análise de textura da cromatina é capaz de evidenciar anormalidades de estruturação 

reconhecendo rearranjos malignos demonstrados em estudos em outros tecidos, como por 

exemplo, o hematopoiético (16,25).  

Em doenças hematológicas, por exemplo, as diferenças entre blastos linfóides de 

origem de células B e T, foram demonstradas pela análise de textura nuclear, 

provavelmente refletindo diferentes eventos moleculares associados com a diferenciação 

celular, padrão de metilação de genes e apoptose, específica de cada linhagem (16). 

Alteracoes epigeneticas são mais comuns que as anormalidades geneticas nas LMA e nas 

SMD e há uma interacãoo entre elas (26). Eventos epigenéticos regulam a diferenciação 

celular levando a uma remodelação da cromatina. Esses fenômenos podem ser medidos 

pela análise da textura da cromatina nuclear, o que pode ser detectado por analise 

computacional de imagens (26,38,46)  

Sabemos que na análise citológica do esfregaço de MO normal, os blastos e 

promielócitos apresentam características morfológicas bem definidas. Entretanto, nas 

SMDs há um assincronismo de maturação ocorrendo células precursoras atípicas, difíceis 

de classificar. Isto dificulta a quantificação do número de blastos na contagem do 
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mielograma. As alterações morfológicas encontradas nos precursores mieloides imaturos 

refletem as anormalidades da maturação celular.  

Em nosso trabalho examinamos a utilidade da análise de textura da cromatina para a 

correta classificação dos precursores mielóides imaturos tanto normais como anormais 

encontrados nos esfregaços citológicos de MO normal e em pacientes com SMD.  

Na medula óssea normal, a maioria das variáveis estudadas foi capaz de distinguir 

blastos de promielócitos. Portanto, podemos concluir que as variáveis usadas foram uma 

ferramenta útil para diferenciar precursores mieloides no início da maturação, como 

também observados em outros estudos de textura nuclear (23,27,30,35,36,41,43-45,47).   

Nas SMDs alterações genéticas e epigenéticas causam alterações na proliferação, 

maturação e apoptose dos precursores hemopoiéticos (5,26,46,48) levando a um 

assincronismo de expressão de várias proteínas e a anormalidades na morfologia e a 

citometria de fluxo. Isto explica a dificuldades de classificar corretamente as células, 

mesmo por experts (24). 

Após os nossos estudos morfométricos realizados, notamos que os precursores 

mieloides imaturos atípicos que não alcançaram consenso entre os dois observadores a 

microscopia comum. Na analise de imagens, eles apresentaram características nucleares de 

promielócitos em 7 das variáveis estudadas (inércia, energia, contraste, momento diagonal, 

a proeminência local, DF e R2 Minkowski) ou intermediárias entre promielócitos e blastos 

em 7 variáveis. Isto demonstra as alteracoes neoplasicas ocorridas nas celulas. Tambem fala 

a favor deste fato, a deteccao de diferencas entre blastos e promielocitos normais e das 

SMDs. Assim, o metodo usado no nosso trabalho tambem foi capaz de detectar a 

transformacao maligna dos precursores mieloides.   

Assim, vimos que a análise de imagem nos proporcionou um auxilio para a 

classificação de células mieloides imaturas. Utilizamos tanto as variáveis morfométricas 

clássicas como análise da textura de cromatina e aplicamos nas células da medula óssea 

normal e das SMDs e pudemos realizar a classificação dos precursores imaturos 

hematopoiéticos.  

  Discussão 

Podemos concluir que a análise de textura da cromatina em citologia de MO de rotina 

ajuda a definir as células que estão em estágios iniciais da diferenciação mielóide. As 

células classificadas como precursores mielóides atípicos no presente estudo, não revelaram 
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um aparelho de Golgi o que seria considerado um criterio morfologico para blastos. 

Portanto, concluímos que estas células atípicas podem ser blastos com maturacao anormal 

(assincronismo de maturacao ou promielócitos anômalos.  
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5. CONCLUSÕES 

 

 A análise da textura de cromatina nuclear por analise de imagem computadorizada 

foi uma ferramenta útil para a classificação de células mielóides imaturas no 

esfregaço citológico de rotina da medula óssea.  

 

 As variáveis mais úteis demonstradas em nosso trabalho para diferenciar as células 

atípicas e demonstrar as diferenças entre blastos e promielócitos normais e de SMD 

foram as variáveis da matriz de co-ocorrência: inércia, contraste, energia, momento 

diagonal e as variáveis da dimensão fractal como DF Minkowiski e R2 45. 

 

 Estas células podem ser blastos com maturação anormal ou promielócitos atípicos.  

 

 A análise de imagem computadorizada pode eliminar a análise subjetiva e 

futuramente ser aplicada a galerias de imagens digitais ou em telemedicina. Essa 

técnica também pode ser aplicada retrospectivamente a arquivos de lâminas. 
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