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RESUMO

A contagem de blastos na medula 6ssea (MO) € um parametro essencial para a
classificacdo e prognoéstico das sindromes mielodisplasicas (SMD). No entanto, neste grupo
de doencas clonais ha um alto grau de atipias de células hematopoiéticas da MO podendo
ser dificil classificar com precisao os blastos mieldides. Nosso objetivo foi investigar se a
analise de imagem computadorizada de esfregacos de citologia de rotina corados com May-
Griinwald-Giemsa seria capaz de caracterizar estas células. Precursores mieloides imaturos
foram digitalizados e as imagens segmentadas de forma interativa usando esfregagos de
MO: 30 casos de SMD recém-diagnosticados (15 RCMD, 11 AREB, 4 AR / ARSA) e 19
casos de MO normal. A classificacao morfologica 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-ocorréncia e dimensao fractal
(DF) para verificar sua utilidade na classificacao destas celulas. Entre as 15 varidveis
estudadas, todas, exceto area nuclear e homogeneidade local foram capazes de distinguir os
blastos de promieldcitos normais. Precursores atipicos mieldides que morfologicamente
lembravam mieloblastos apresentaram valores intermediarios entre blastos e promieldcitos
de acordo com 5 variaveis e foram classificados como promieldcitos por mais 7 variaveis.
A area nuclear ndo foi significativamente diferente entre os diversos tipos de celulas.
Precursores mieloides atipicos imaturos da MO podem ser dificeis de -classificar
corretamente em citologia de rotina. Eles podem ser blastos com maturagdo anormal ou
promieldcitos atipicos. Como mudancas de textura da cromatina nuclear refletem a
remodelagdo dindmica da cromatina, a analise das variaveis obtidas pode ser util para

classificar objetivamente precursores imaturos mieldides 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-Griinwald-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. INTRODUCAO

1.1 As Sindromes Mielodisplasicas

1.1.1 Critérios Diagndsticos

As Sindromes Mielodisplésicas (SMD) compreendem um grupo de doengas clonais
das células da medula 6ssea (MO) que apresentam anormalidades variadas de proliferacdo e
maturagdo causando citopenias no sangue periférico e MO hipercelular, devido a uma
hematopoese ineficaz. Um terg¢o dos casos evolui para uma leucemia aguda.

Estas sindromes ocorrem predominantemente em pacientes acima de 50 anos, sendo
raras na infancia. (1) A incidéncia de anemia em pacientes idosos ¢ comum e freqiiente,
pois as condi¢des da MO nesta idade favorecem o aparecimento de clones anormais
decorrentes do proprio envelhecimento, propiciando o desenvolvimento de mielodisplasias
(2).

O diagnostico ¢ baseado em dados do hemograma, achados citologicos e histologicos
da medula dssea e evidéncias de alteragdes clonais detectadas por técnicas de citogenéticas
convencionais ¢ moleculares. Sendo a citologia da MO primordial para o diagnostico e
classificagdo das SMD (3.4)

Podemos contar também com o auxilio da citometria de fluxo como uma ferramenta
util no diagnostico das SMD pela deteccao de expressdes anomalas dos antigenos celulares
relacionados a linhagem e maturacdo. Podemos tambem quantificar o numero de células
CD34", o que prediz a progressdo do clone neoplésico (5,6).

A principal caracteristica das SMD, no sangue periférico, sdo as citopenias. Pode
haver presenca de granuldcitos imaturos, até mieloblastos. No exame citolégico da MO ¢
avaliada a morfologia das trés séries hematopoiéticas, bem como as suas atipias e ¢ contado
o numero de blastos. Importante para o diagndstico diferencial da leucemia aguda e da
anemia refrataria com excesso de blasto (AREB), a porcentagem dos mieloblastos na MO

se baseia nos critérios da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (7,8).

Introducdo
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Entretanto ha uma dificuldade em se classificar as células imaturas e quantificar o
nimero de mieloblastos, uma vez que o distirbio de maturagcdo e as atipias presentes na
medula 6ssea podem dificultar a classificagdo correta dos precursores. Assim o limite entre
SMD e leucemia aguda pode ser dificil de ser estabelecida (5).

Portanto, ¢ necessario que se tenha uma definicdo inequivoca de quais células sao
blasticas, dado que ¢ o mais importante fator progndstico na SMD, em termos de sobrevida
global e risco de progressdo leucémica (9). Para isso a padronizacdo dos critérios

morfoldgicos tem sido recomendada (5,7)

1.1.2 Diagnéstico de Exclusao

Hé uma série de causas de citopenias periféricas devidas a alteragdes hematopoiéticas
ndo clonais, e que podem causar alteragdes morfologicas nas células hematopoiéticas da
MO. Para exclui-las ¢ importante averiguar o histérico dos pacientes em relacdo ao etilismo
e uso de medicamentos e realizar testes laboratoriais para investigar deficiéncias

nutricionais — folato e vitamina Bj, _ insuficiéncia renal, hepatica e tireoidiana,

hemoglobina paroxistica noturna (HPN), doengas auto-imunes e infec¢des virais tais como
hepatites, citomegalovirus (CMV), toxoplasmose, parvovirus e virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV).

Casos de pacientes soropositivos para HIV se destacam no protocolo de exclusdo por
apresentarem citopenias a alteragdes morfoldgicas na MO com muitas atipias. Portanto, o
diagnoéstico de SMD ¢ um diagndstico de exclusdo. Pelo menos 50% dos pacientes que se

apresentam com quadro de citopenias e alteragdes morfologicas medulares podem nao

apresentar doencas clonais (1,10,11).

1.1.3 Classificacao

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).

Introducdo
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Tabela 1: Classificagdo das SMD segundo o grupo FAB

Tipo Sangue Periférico Medula 6ssea
Anemia refrataria (AR) Blastos < 1% Blastos < 5%
Anemia refrataria com
<19
sideroblasto em anel (ARSA) Blastos < 1% B}astos =35%
Sideroblasto em anel >
15%
Anemia refrataria com excesso o 0 0
de blastos (AREB) Blastos < 5% Blastos > 5% e <20%
Leucemia mielomonocitica o o
cronica (LMMC) Blastos < 5% Blastos <20%
Monécitos > 1000/mm’
Anemia refrataria com excesso Blastos entre > 20% e <
de blasto em transformagao Blastos > 5% 30% ou com bastonete
(AREB-T) de Auer

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) propds, em 2001, uma nova classificacao
que correlacionava os dados da citogenética com os pardmetros clinicos, morfoldgicos e
citoquimicos que foram utilizados na classificagdo FAB. Em 2008, os critérios diagnodsticos
foram revistos e publicados com algumas alteragdes incluindo uma classificacdo provisoria
de citopenia refrataria na infancia (12). A base de classificagdo da OMS ¢ a avaliacao das
células hematopoiéticas na medula ossea, além da contagem do numero de mieloblastos
(Tabela 2) (13).

Os mieloblastos das SMD podem ser apresentar como blastos tipo I, I e III. Blastos
tipo I sdo menores, possuem alta relacao nucleo citoplasma com cromatina fina e frouxa,
apresentam nucléolos, sem granulos e basofilia discreta ndo apresentando bastdo de Auer
(Figuras 1 e 2).

Blastos tipo II sdo maiores que o I, menor relagdo nucleo citoplasma com discreta
granulacdo, cromatina condensada, nucléolos e Golgi proeminente. Blastos tipo III,

semelhantes ao tipo II, porém com granulag¢do azuréfila abundante.

Introducdo
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Tabela 2: Classificagdo das SMD segundo a OMS — 2008 (12)

Tipo

Sangue periférico

Medula 6ssea

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

Anemia Refrataria
com sideroblastos em anel
(ARSA)

Citopenia refrataria com
displasia de multiplas
linhagens (CRDM)

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

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

SMD inclassificavel
(SMD-I)

SMD associado com del (5q)

Unicitopenia ou bicitopenia'

Blastos raros ou ausentes (<1%)>

Anemia
Blastos ausentes

Citopenia(s)

Blastos raros ou ausentes (<1%)?

Bastdo de Auer ausente
Monécitos <1x10°/L

Citopenia(s)

<5% blastos

Bastdo de Auer ausente
Monécitos <1x10°/L

Citopenia(s)

5-19% blastos
Bastdo de Auer +3
Monécitos <1x10°/L

Citopenias
<1% blasto?

Anemia.
Plaquetas normais ou elevadas

Blastos raros ou ausentes (<1%)

Displasia unica linhagem: >10% das
c¢lulas em uma linhagem miel6ide
<5% blastos

<15% dos precursores eritroides sdo
sideroblastos em anel.

Displasia linhagem eritréide,
>15% sideroblastos em anel,
<5% blastos

Displasia >10% células de duas ou
mais

linhagens de células mieloide
(neutrofilos e/ou precursores eritroides
e/ou megacariocitos

+15% sideroblasto em anel

<5% blastos,

Bastdo de Auer ausente

Displasia em uma ou multipla
linhagem

5-9% blastos?

Bastdo de Auer ausente

Displasia em uma ou multipla
linhagem

10-19% blastos

Bastao de Auer +3

Displasia inequivoca < 10% das
c¢lulas em uma ou mais linhas de
células mieloides quando
acompanhado por uma anormalidade
citogenética considerado como
evidéncia presuntiva para o
diagnostico de SMD <5% blastos

Megacaridcitos em niamero normal ou
elevado, com nticleo hipolobulado.
<5% blastos

Bastdo 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 dssea for <5% mas se houver 2-4% mieloblastos no sangue, a
classificagdo diagnostica sera AREB 1. Casos de CRDU e CRDM com 1% mieloblastos no sangue podem ser

classificadas como SMD-I.

3Casos com bastdo de Auer e 5% de mieloblastos no sangue e <10% na medula 6ssea podem ser classificados

como AREB 2.
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Figura 2: Tipos de blastos nas SMD. A: Blasto tipo I, B: Blasto tipo II

1.1.4 Fatores Progndsticos

As caracteristicas prognosticas 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 pontuagdo baseada em
parametros prognosticos como: porcentagem de blastos, caridtipo e niimero de citopenias
podendo desse modo, classificar os pacientes de acordo com suas caracteristicas bioldgicas

e clinicas. O International Prognostic Scoring System (IPSS) (Tabela 3) prediz sobrevida
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ou evolugdo para leucemia mieldide 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 doenga a partir de parametros do hemograma, MO e citogenetica. O IPSS classifica o

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

Tabela 3. Fatores prognosticos de acordo com a classificacdo IPSS para SMD (12)

Pontuagao 0 0,5 1 1,5 2
Blastos na M.O. (%) <5 5a10 _ 11a20 21a30*
Caribtipo " Baixo risco  intermediario  Alto risco

Citopenias Oal 2a3

*Este grupo ¢ reconhecido como LMA na classificagdo OMS.
**Cariotipo: Baixo risco = normal, -Y, del (5q), del (20q);
Alto risco = caridtipos complexos (=3 anormalidades) ou anormalidades do 7
Intermediario = todas as demais alteragdes citogenéticas.
***Citopenias: Hb < 10g/dL
Neutrofilos < 1,8 x 10°/L
Plaquetas < 100 x 10°/L

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

Grupo de Risco Pontuagao Sobrevida (anos)

Baixo 0 5,7

Intermediario I 0,5a1,0 3,5

Intermediario 11 1,5a2,0 1,2

Alto >2.5 0,4
Introducdo
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1.1.5 A Textura Nuclear e Analise de Imagens

A andlise computacional de imagens microscopicas digitalizadas ¢ uma técnica
objetiva e reproduzivel para o diagnostico de caracteristicas celulares, e especialmente
nucleares (15,16). Nesse contexto, a andlise da textura nuclear permitiu diagnosticar
neoplasias, estabelecendo as diferencas dos tecidos normais para os neopldsicos
(17,18,19,20-22). As mudancas na textura nuclear dos tecidos analisados, além de
mudancgas no contetdo do DNA, puderam refletir a remodelagdo da cromatina causada por
determinadas drogas como 17-B-estradiol e 4cido valproico (AVP), caracterizando a
transformacgdo neoplésica (16,23,24). A redistribuicdo da cromatina nuclear, medida pelas
técnicas de andlise de imagens reconhece alteragdes epigenéticas importantes na
etiopatogenia das neoplasias hematologicas como LMAs e nas SMDs. (16,25,26). O estudo
da dimensdo fractal da cromatina nuclear em neoplasias tem provado ser um importante
fator prognostico (23,27-30).

Ha diversos parametros para estudar a textura de imagens digitais (31). Entretanto, o
impacto das variacdes na coloragdo ou textura da andlise morfométrica também pode
depender, em grande parte do tipo de varidvel analisada (32).

Portanto, os dados da morfometria geométrica, a matriz de co-ocorréncia, a dimensao
fractal (Fourier ¢ Minkowisk), a analise da granularidade de cromatina (25) e a execucao
das transformadas de Fourier (FFT), permitem o conhecimento detalhado da textura da
cromatina nuclear. Por essa técnica detectamos também sutis alteracdes morfoldgicas que
ndo sdo 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 laboratorios de rotina e de telemedicina, importantes

variaveis para classificagdo das células.

Introducdo
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

Verificar se a morfometria ¢ uma ferramenta 1til no diagnostico e na quantificagao de
mieloblastos nas SMD, tendo em vista as dificuldades diagnosticas e principalmente em

casos com poucas atipias e caridtipo normal.

2.2 Objetivos Especificos

1. Analisar a medula normal no sentido de verificar a variagdo dos pardmetros
morfométricos estudados durante a maturagao da granulopoese normal.

2. Verificar quais dos parametros da andlise da cromatina estudados foram melhores
para discriminar as diversas fases de maturagdo na granulopoese normal e quais
foram importantes para diferenciar mieloblastos de promielocitos.

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

4. Pela analise de imagem, classificar precursores mieloides atipicos.

Objetivos
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3. PACIENTES E METODOS

3.1 Medula Ossea Normal

Laminas de esfregaco de sangue de MO coradas com May-Griinwald-Giemsa,
arquivadas no laboratério 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 inclusdo foram: idade adulta, doencas sem comprometimento medular como
Purpura (PTI), pacientes em estadiamento de linfomas.

As laminas de esfregago de sangue de MO utilizadas estavam em perfeitas condi¢des
de observagdo, ou seja, o esfregaco estava apropriado para a captura de imagens, as células
estavam integras, nao havia empilhamento celular e a coloracdo do esfregaco estava
adequada, ndo havendo laminas com colora¢do carregada ou muito clara para ndo interferir

na andlise de imagem.

3.2 Casos de SMD

3.2.1 Critérios Diagnoésticos e Classificacao

Entraram no estudo, pacientes adultos com diagndstico de SMD entre os anos 2007 e
20009.

O diagnostico foi realizado segundo critérios OMS 2008 (7). Os mesmos critérios
para o estudo de laminas dos casos normais foram usados para a escolha dos casos de

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

3.3.1 Aquisicao

Foi usado o microscopio binocular Leica DC 500 com sistema digital (formato-bmp;
o espagcamento entre amostra de 0.1pum/pixel) com a objetiva de 100 aumentos de imersao a
0leo para aquisicao interativa das imagens (Figura 4). Foram capturadas imagens de células
consecutivas da linhagem mieldide.

Capturamos aproximadamente 30 células entre mieloblastos e promieldcitos de cada
lamina de MO dos casos normais assim como também foram capturadas em torno de 30
células entre mieloblastos, promieldcitos e células imaturas atipicas de cada lamina de MO
dos casos de SMD. Foram consideradas como células precursoras mieldides imaturas
atipicas aquelas nas quais ndo houve concordancia entre dois observadores ao classificar
estas células. Todas as imagens foram digitalizadas, nomeadas e em seguida foram
segmentados os nucleos de forma interativa.

As imagens foram adquiridas pelo mesmo operador e a classificacdo morfoldgica das
células, por consenso, foi feita por dois especialistas independentes de acordo com os
critérios da OMS (13). As células que ndo possuiam caracteristicas de mieloblastos e nem

de promielécitos foram consideradas como atipicas.

S — .

A B C

Figura 3: Precursores granulociticos imaturos observados nos casos de SMD.
A: Mieloblasto, B: Promieldcito, C: Precursor granulocitico imaturo atipico.
Corados com May-Griinwald-Giemsa x1000.
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A figura 3.A exibe um mieloblasto. O promielocito (figura 3.B) ¢ uma célula que

: 113 ’” . [ . ~ /. . ’ ~ .
possui a “zona” de Golgi visivel, baixa relacdo nticleo citoplasma e nucleo excéntrico com
numerosos granulos citoplasmaticos (33). Embora algumas células blasticas possuam a
“zona” de Golgi elas ndo possuem as outras caracteristicas dos promiel6citos.

As células atipicas (figura 3.C) podem apresentar-se com citoplasma pouco granular
com alta relagdo nucleo citoplasma e assincronismo de matura¢do. Em determinados casos

¢ dificil a classificacdo desses tipos celulares em mieloblastos ou promieldcitos.

Figura 4: Microscopio Leica DG500 com captura de imagens.

Foram respeitados os seguintes critérios para selecdo das imagens:
a) Somente foram consideradas as células sem sobreposi¢do, pregas no citoplasma ou
dobramentos, sem precipitados de corante;
b) Nao foram consideradas as células que apresentavam superposi¢do entre si ou
ligadas a hemadcias;
¢) Cada imagem nuclear foi adquirida no melhor foco em que os contornos da célula

se apresentaram nitidos na maior parte do perimetro da carioteca.
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3.3.2 Segmentacao

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
segmentacdo de imagem mais usada) do programa de segmentagdo, o nicleo de cada célula
foi isolado (Figura 5). J4 isolados, os nticleos foram convertidos em escala de cinza com
niveis de luminancia entre 0 e 255, sendo esta mais brilhante.

No momento da segmentagdo, a identificagcdo da célula foi feita através de um
comando no programa de aquisi¢cdo de modo a facilitar a organiza-las em tabelas mostrando
o tipo da célula, o nimero da lamina e o nimero da imagem.

Apds a padronizagdo dos normais, foram analisadas as laminas de medula dssea

colhidas na rotina diagndstica dos casos novos de SMD.

3.3.3 As variaveis

Foram estudadas as seguintes varidveis para a andlise da textura da cromatina:
e Morfometria geométrica:

e Area nuclear;

e Perimetro 8 — avalia os pixels das bordas da imagem obtendo objetos com
conexidade 8;

e Fator de forma 8 — avalia qudo proxima ¢ da circunferéncia a forma do contorno
da imagem segmentada. Quanto mais proxima da forma arredondada, o fator de
forma se aproxima de 1. O FF8 utiliza na férmula o Perimetro 8;

e Desvio padrao do nivel de cinza.

e Variaveis derivadas da matriz de co-ocorréncia sao calculadas a partir da relagdo entre
os pixels vizinhos em uma imagem convertida em graus de cinza e descrevem o quanto
a possibilidade de relacdo entre os pixels se repete na imagem. Um dos métodos mais
usados para analise 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 dispersao de niveis de cinza de uma
imagem.

Inércia: semelhante ao contraste, descrita por Haralick em anos posteriores. A
inércia ¢ maior quando a imagem tiver transi¢coes abruptas de brilho.
Homogeneidade local: mede a homogeneidade entre os pixels de uma imagem.
Grandes valores para regides com niveis de cinza similares

Energia: avalia a uniformidade da textura. Quanto menor a uniformidade entre
os graus de cinza, menor € a energia.

Contraste: descrita por primeira vez por Haralick (34), quanto maior o contraste,
maior a variacao abrupta de brilho.

Momento Diagonal: conceito semelhante ao contraste. Variacdes abruptas de
brilho na imagem realgam a diagonal principal da matriz de co-ocorréncia.
Proeminéncia local (x107): mede se a imagem ¢ mais clara ou mais escura. Se a

cromatina transpassa mais luz a proeminéncia ¢ maior.

Dimensao Fractal: ¢ usada para caracterizar a complexidade de uma textura. Ela mede

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

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

podem ser medidas apenas por dimensdo topologica. Pode-se afirmar que a dimensao

fractal de um conjunto ¢ um valor que diz o qudo densamente um conjunto ocupa o

espaco métrico em que ele existe. Quanto maior a irregularidade de uma forma, maior €

a sua Dimensdo Fractal.

O pardmetro “goodeness-of-fit” (grau de adaptagdo ao fractal perfeito) ou R?,
também denominado grau de aproximagdo da dimensdo fractal (DF), avalia o
grau de granularidade e regularidade da imagem nuclear (3,27,32, 35,36).
Dimensao Fractal de acordo com Fourier.

Anel 1: Mede a variagdo suave de brilho da imagem.
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Figura 5: Programa Limiar para segmentacdo nuclear das células. A imagem acima, a

esquerda ¢ a imagem digital original. Abaixo, o0 mesmo niicleo apds a segmentacao.

O célculo das variaveis morfométricas geométrica, da matriz de co-ocorréncia e de
Fourier foi feito, sendo que na medula 6ssea normal foram analisadas as varidveis que
diferenciavam Blastos dos Promielécitos. Foram aplicados estes parametros as células

atipicas das SMDs.

3.4 Analise estatistica

Primeiro, foram comparados os valores obtidos para os mieloblastos e promielocitos
normais para todas as caracteristicas morfométricas e de textura nuclear utilizando o teste t-
dependente. O teste t de Student foi utilizado para comparar as -caracteristicas
morfométricas e de textura de blastos normais e da SMD e dos promielocitos normais e da

SMD. Numa terceira etapa, as diferencas entre as caracteristicas nucleares de blastos,
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promieldceitos e precursores mieldides atipicos dos pacientes com SMD foram calculadas
pela andlise de variancia para medidas repetidas.

Diferencas entre blastos e precursores atipicos mieldides ou entre estes e
promielécitos foram calculados com a ajuda de testes-t pareados, com correcao do erro alfa.

Quando houve diferenca significativa entre o valor dos blastos e atipicos mas nao
destes e os promielociots, os atipicos foram considerados como promieldcitos. Quando nao
houve diferenca entre atipicos e blastos, mas sim entre atipicos e promielécitos, eles foram
classificados como blastos. Se ndo houve diferenca entre blastos e atipicos e estes e
promielocitos ou se todos estes valores foram significativamente diferentes, os atipicos

foram considerados intermedidrios entre blastos e promieldcitos.
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4. RESULTADOS

4.1 A analise dos casos normais

No6s analisamos esfregacos 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 indicagdes da MO como
neutropenia, plaquetopenia, sem evidéncia de infiltracdo tumoral e linfomas, as quais
evidenciaram MO morfologicamente normal. Quinze varidveis foram analisadas: 4 de
morfometria geométrica (Tabela 6), 7 de co-ocorréncia de matriz (Tabela 7) e 4 sobre DF
(Tabela 8). Na MO normal, 12 varidveis (exceto area e homogeneidade local e DF
Minkowski) apresentaram valores significativamente diferentes para os blastos e

promieldcitos.

Tabela 5. Média dos dados clinicos dos casos NORMALIS

Casos (n°) 19
Idade (anos) 57
GB (x10*/mm?)* 4.46
Hb (g/dL)* 11.7
Plaq (x10*/mm?)* 148
Mieloblastos da MO % 5.1

*em sangue periférico.

As variaveis que obtiveram valores significativos demonstrando diferencas entre os
mieloblastos e promieldcitos normais sdo mostrados nas tabelas 6-8.

As variaveis da morfometria geométrica (tabela 6) estudadas que foram
significativas: perimetro 8 (p < 0.0005), fator de forma (p < 0.0005) e desvio padrdao do
nivel de cinza (p = 0.04). As varidveis da matriz de co-ocorréncia (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 proeminéncia local (p =
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0.01). As vaiaveis estudadas de dimensao fractal e Fourier (tabela 8) foram significativas

para: R?45 Minkowski (p =0.007), DF Fourier (p =0.006) e Anel 1 (p=10.002)

Tabela 6. Morfometria geométrica - casos normais

Mieloblastos Promielécitos p
Area p? 111.9 112.7 0.75 (n.s.)
Perimetro 8 579 636 <0.0005
Fator de forma 0.957 0.792 <0.0005
Desvio padrao do nivel de cinza 8.6 8.1 0.04

n.s. = nao significativo

Tabela 7. Matriz de co-ocorréncia — casos normais

Mieloblastos Promielécitos 4
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
Proeminéncia local (x107) 3.38 2.79 0.01
n.s. = ndo significativo
Resultados
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Tabela 8. Variaveis de dimensdo fractal e Fourier — casos normais.

Mieloblastos Promielocitos P
DF Minkowski** 2.134 2.128 0.08 (n.s.)
R?45 Minkowski 0.99647 0.99613 0.007
DF Fourier** 2.2128 2.2582 0.006
Anel 1 70631 36342 0.002

**DF=Dimensdo Fractal; n.s. = ndo significativo

4.2 A analise 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 nucleos de precursores
granulociticos de SMD sao apresentados nas Tabelas 10-12. Segundo a classificacio OMS,
a maioria dos casos foi CRDM e AREB.

Na MO dos casos analisados, todas as varidveis estudadas apresentaram valores
significativamente diferentes para blastos e promieldcitos, exceto a area nuclear (tabelas
10-12). As variaveis que classificaram as células atipicas como intermediarias entre blastos
e promieldcitos foram: o perimetro 8 (p<0.0005), o fator de forma (p<0.0005), o desvio
padrdo do nivel de cinza (p = 0.01), DF de Fourier (p<0.005) e o Anel 1 (p<0.005).

As varidveis que classificaram as células atipicas como promieldcitos foram: a inércia
(p<0.005), a energia (p<0.005), o contraste (p<0.005), o momento diagonal (p<0.005), a
proeminéncia local (p<0.005), DF (p = 0.001) ¢ R? (p = 0.06) de Minkowski.

Precursores atipicos granulociticos apresentaram valores intermediarios para 7
varidveis e foram semelhante a promielocitos de acordo com 7 variaveis. Exceto a area que
ndo foi significativa. Nenhuma das caracteristicas estudadas classificaram essas células

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

OMS AR/ARSA CRDM AREB
Numero de casos 4 15 11
Idade (anos) 64 64 62
Leucécitos (x10*/mm?) * 4.7 3.6 3.1
Hemoglobina (g/dL)* 10,5 10,3 8,1
Plaquetas (x10*/mm?)* 234 240 184
Blastos da MO % 2.0 1.0 8.0
*em sangue periférico.
Tabela 10. Morfometria geométrica — casos SMD
Mieloblastos ~ Atipicos Promieldcito P miefl’(zei:dcsr;t(i);ico
Area p? 118.4 118.5 121.0 0.37 n.s.
Perimetro 8 598 628 656 <0.0005 Int.
Fator de forma 0.94 0.85 0.80 <0.0005 Int.
*Desv. p. Nivel de cinza 9.1 8.4 8.1 0.01 Int.

*Desv. p. nivel de cinza: Desvio Padrao do nivel de cinza; n.s.: ndo significativo; int: intermediario.

A figura 6 demonstra a classificacdo das células atipicas pela a analise do

desvio padrao do nivel de cinza. Neste caso o precursor mieloide atipico teve valores

intermediarios entre promielocitos e mieloblastos.
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Figura 6: Classificacdo das células atipicas como intermediario segundo o desvio padrao do

nivel de cinza.

Tabela 11. Variaveis da matriz de co-ocorréncia — casos SMD

Mieloblastos  Atipicos Promieldcito P miell)(r)?glelr;t(i)[r)ico
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
Proeminéncia local (x107) 3.17 2.39 2.19 <0.005 Pro

Int: intermediario; Pro: promieldcito
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Segundo as varidveis da matriz de co-ocorréncia, a entropia € a inércia
mostraram para os precursores atipicos valores intermediarios entre blastos e promielocitos.
Todas as outras varidveis classificaram estas células como promielocitos.

As figuras 7 e 8 mostram a classificagdo das células atipicas pela a analise da
matriz de co-ocorréncia utilizando as variaveis inércia e energia respectivamente. Neste

caso as c¢lulas atipicas foram classificadas como promielocitos.

5,0
+5§5,0% Confidence interval I
45 - —
E ]
[
o=
! 4.0 e
= ,
3,5 —
3,0 t t

ATIPIA BLASTO PROMIELOCITO

TIPOS CELULARES

Figura 7: Classificagdo das células atipicas como promieldcito segundo a
inércia.
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Figura 8: Classificacio das células atipicas como promieldcito segundo a energia.

Tabela 12: Variaveis de dimensdo fractal e Fourier — casos SMD

Precursores
Mieloblastos Atipicos Promielocitos P mieloides
atipicos
DF Minkowski ** 2.122 2.118 2.118 0.001 Pro
R’ 45 Minkowski 0.99819 0.99807 0.99809 0.06 Pro
DF Fourier** 2277 2.305 2.323 <0.005 Int.
Anel 1 70346 57174 42546 <0.005 Int.

** DF: dimensdo fractal, Pro: promieldcito, Int: intermediario

4.3 Comparacao entre os mieloblastos normais e mieloblastos SMD

Comparados aos mieloblastos normais, os mieloblastos da SMD foram diferenciados

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

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), R? de

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

Mieloblastos Normais Mieloblastos SMD p
Area p? 111.9 118.4 n.s.
Perimetro 8 579 598 n.s.
Fator de forma 0.957 0.94 n.s.
*Desv. p. Nivel 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
Proeminéncia local (x107) 3.38 3.17 n.s.
**DF Minkowski 2.134 2.122 0.01
R’ 45 Minkowski 0.99647 0.99819 <0.005
**DF Fourier 2.2128 2.277 0.005
Anel 1 70631 70346 n.s.

*Desv. p. nivel de cinza: Desvio Padrao do nivel de cinza; **DF: Dimens3o Fractal, n.s.: ndo

significativo

4.4 Comparacio entre os promieldcitos normais e promielécitos SMD

Os promielocitos da SMD comparados as células da SMD foram diferenciados por 9
variaveis (tabela 14) e apresentaram valores significativos segundo as variaveis: 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), R*
de Minkowski (p = 0.001) e DF Fourier (p = 0.01).
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Tabela 14. Variaveis usadas na diferenciagcdo de promieldcitos normais de casos de SMD

Promieldcitos Promielocitos
Normais SMD b
Area p* 112.7 121.0 n.s.
Perimetro 8 636 656 n.s.
Fator de forma 0.792 0.801 n.s.
*Desv. p. Nivel 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
Proeminéncia local (x107) 2.79 3.17 n.s.
**DF Minkowski 2.128 2.118 0.03
R’ 45 Minkowski 0.99613 0.99809 0.001
**DF Fourier 2.2582 2.323 0.01
Anel 1 36342 42546 n.s.

*Desv. p. nivel de cinza: Desvio Padrao do nivel de cinza; **DF: Dimensao Fractal; n.s.:

significativo

nao
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5. DISCUSSAO

A andlise de textura nuclear tem sido usada freqiientemente em patologia
(17,18,28,29,34,37,38). Estes estudos permitiram analisar a diferenciacdo de tecidos
normais, classificar neoplasias (16,18,30) e também estabelecer variaveis prognosticas
(23,27,35). Além disso, Mello et al (39) usaram esse conceito de analise para avaliar
mudangas na textura nuclear que reflete o remodelamento da cromatina de células em
cultura apds a incubagdo com agentes cancerigenos, comprovando que o 17-B-estradiol (E-
2) pode provocar mudangas no conteudo e na distribuicdo do DNA nuclear. Essas
alteracdes sdo indicativas de transformagao neoplasica.

A anadlise de imagem foi capaz de demonstrar mudangas nas caracteristicas nucleares
no carcinoma ductal in situ da mama, que tinham importancia prognoéstica (28). Estas
analises morfométricas foram altamente sensiveis para detectar alteragdes
submicroscopicas que ndo foram detectadas por especialistas utilizando microscopia de luz
convencional.

O uso da analise de imagem nuclear computadorizada de diversos tecidos permitiu o
diagnostico diferencial entre lesdes benignas (adenomas) e malignas (carcinomas) (28,19-
21,24,40). Kortenhorst et al (22) usaram a analise da textura da cromatina para estudar a
acdo do acido valpréico (AVP) no carcinoma de prostata in vivo e in vitro. O AVP é um
inibidor da enzima histona desacetilase, altera a acetilagdo das histonas aumentando a
apoptose em células malignas, e agindo desta maneira como droga antineoplésica, por
efeito epigenético. O uso do AVP por um longo tempo causa alteracdes significativas na
estrutura nuclear das células do cancer de prostata in vitro e também em xenoenxertos em
camundongos, pelo aumento da acetilagdo das histonas. Essas alteragcdes podem ser usadas
para medir a resposta terapéutica. O tratamento com AVP também induz mudancgas
estruturais nucleares em hepatécitos e células renais em camundongos, onde os metabolitos
sdo excretados. Essas mudancas sdo responsaveis pela hepatotoxicidade da droga.

Além do auxilio ao diagnostico de células neoplasicas, a andlise de textura nuclear
em patologia, nos permite distinguir tumores benignos e malignos de colon, mesotelioma e

carcinomatose pleural ou entre diferentes carcinomas pulmonares, demonstrando o grau de
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diferenciagdo da neoplasia (41). A aplicacao dessa técnica em histologia e na citologia tem
permitido avaliar o grau de diferenciacdo de neoplasias analisando progressivas mudangas
na textura da cromatina (17,18,23,29,30,37-39) .

A dimensao fractal tem sido aplicada com sucesso para classificar tipos de neoplasias
hematoldgicas pela citologia (32,43). A morfometria geométrica, derivadas da matriz de co-
ocorréncia e as caracteristicas de Fourier t€ém ajudado a estabelecer variaveis prognosticas
como, por exemplo, em neoplasias papilares uroteliais e carcinoma oral de células
escamosas (44,45). Para a classificagdo de tipos de neoplasia como, por exemplo, o
diagnostico diferencial do carcinoma folicular da tiredide foi aplicado o estudo de textura
nuclear baseada na dimensao fractal pelo metodo de Minkowski (20).

O uso da andlise de imagem de textura nuclear em citologia de mama mostrou que a
reposi¢do hormonal com diferentes drogas pode induzir variado grau de mudangas na
estrutura nuclear podendo, portanto ser util no exame de pacientes e prever a ocorréncia de
alteracdo maligna (4). Utilizada também para identificar estdgios de maturacdo nuclear, a
andlise de textura da cromatina ¢ capaz de evidenciar anormalidades de estruturacio
reconhecendo rearranjos malignos demonstrados em estudos em outros tecidos, como por
exemplo, o hematopoiético (16,25).

Em doencas hematologicas, por exemplo, as diferengas entre blastos linfoides de
origem de células B e T, foram demonstradas pela andlise de textura nuclear,
provavelmente refletindo diferentes eventos moleculares associados com a diferenciagao
celular, padrio de metilagdo de genes e apoptose, especifica de cada linhagem (16).
Alteracoes epigeneticas sao mais comuns que as anormalidades geneticas nas LMA e nas
SMD e ha uma interacdoo entre elas (26). Eventos epigenéticos regulam a diferenciagdo
celular levando a uma remodelagdo da cromatina. Esses fenomenos podem ser medidos
pela andlise da textura da cromatina nuclear, o que pode ser detectado por analise
computacional de imagens (26,38,46)

Sabemos que na analise citologica do esfregaco de MO normal, os blastos e
promielocitos apresentam caracteristicas morfologicas bem definidas. Entretanto, nas
SMDs ha um assincronismo de maturagdo ocorrendo células precursoras atipicas, dificeis

de classificar. Isto dificulta a quantificagdo do numero de blastos na contagem do
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mielograma. As alteragdes morfoldgicas encontradas nos precursores mieloides imaturos
refletem as anormalidades da maturacgao celular.

Em nosso trabalho examinamos a utilidade da andlise de textura da cromatina para a
correta classificacdo dos precursores mieldides imaturos tanto normais como anormais
encontrados nos esfregacos citologicos de MO normal e em pacientes com SMD.

Na medula 6ssea normal, a maioria das variadveis estudadas foi capaz de distinguir
blastos de promieldcitos. Portanto, podemos concluir que as varidveis usadas foram uma
ferramenta util para diferenciar precursores mieloides no inicio da maturagdo, como
também observados em outros estudos de textura nuclear (23,27,30,35,36,41,43-45,47).

Nas SMDs alteragcdes genéticas e epigenéticas causam alteracdes na proliferagao,
maturacdo e apoptose dos precursores hemopoiéticos (5,26,46,48) levando a um
assincronismo de expressdo de vdrias proteinas e a anormalidades na morfologia e a
citometria de fluxo. Isto explica a dificuldades de classificar corretamente as células,
mesmo por experts (24).

Apbs os nossos estudos morfométricos realizados, notamos que os precursores
mieloides imaturos atipicos que ndo alcancaram consenso entre os dois observadores a
microscopia comum. Na analise de imagens, eles apresentaram caracteristicas nucleares de
promieldcitos em 7 das variaveis estudadas (inércia, energia, contraste, momento diagonal,
a proeminéncia local, DF e R* Minkowski) ou intermediarias entre promieldcitos e blastos
em 7 varidveis. 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 analise de imagem nos proporcionou um auxilio para a
classificagdo de células mieloides imaturas. Utilizamos tanto as varidveis morfométricas
classicas como andlise da textura de cromatina e aplicamos nas c€lulas da medula dssea
normal e das SMDs e pudemos realizar a classificagdo dos precursores imaturos
hematopoiéticos.

Podemos concluir que a analise de textura da cromatina em citologia de MO de rotina
ajuda a definir as células que estdo em estdgios iniciais da diferenciagdo mieloide. As

células classificadas como precursores mieldides atipicos no presente estudo, ndo revelaram
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um aparelho de Golgi o que seria considerado um criterio morfologico para blastos.
Portanto, concluimos que estas células atipicas podem ser blastos com maturacao anormal

(assincronismo de maturacao ou promieldcitos andmalos.
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5. CONCLUSOES

v' A andlise da textura de cromatina nuclear por analise de imagem computadorizada
foi uma ferramenta 1til para a classificacdo de células mieldides imaturas no

esfregaco citoldgico de rotina da medula 6ssea.

v’ As varidveis mais Gteis demonstradas em nosso trabalho para diferenciar as células
atipicas e demonstrar as diferengas entre blastos e promieldcitos normais e de SMD
foram as varidveis da matriz de co-ocorréncia: inércia, contraste, energia, momento

diagonal e as variaveis da dimensdo fractal como DF Minkowiski e R* 45.
v’ Estas células podem ser blastos com maturag¢do anormal ou promieldcitos atipicos.
v A analise de imagem computadorizada pode eliminar a andlise subjetiva e

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

técnica também pode ser aplicada retrospectivamente a arquivos de laminas.
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