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RESUMO



Varios estudos sobre os aspectos histoldgicos do carcinoma basocelilar (CBC) foram
realizados tentando correlaciona-los a agressividade local, porém sfio técnicas trabalhosas,
de dificil execugBio e custosas. O presente trabalho teve como objetivo estabelecer
diferengas entre a textura nuclear de tumores recidivantes (CBCR) e ndio recidivantes
(CBCNR). Para tanto utilizamos um programa de computador desenvolvido pelo Instituto
de Computaggo da Unicamp, com a assessoria do Departamento de Anatomia Patologica da
mesma Universidade, para correlacionar esses achados ao comportamento biologico do
tumor. Foram feitos , em 98 casos de carcinoma basocelular com acompanhamento minimo
de 5 anos, a avaliac8o da textura de cromatina do nicleo (no minimo 100 por caso) através
da transformada de Fourier, e a sua correlagiio com recidiva. Numa anélise multivariada
cox testamos relevéncia progndstica de variaveis derivadas da transformada de Fourier
junto com fatores preditivos conhecidos tais como tipo histolégico e distincia a margem
cirirgica . Obtivemos um modelo prognéstico onde variaveis derivadas da tranformada de
Fourier entraram como fatores prognésticos independentes além dos fatores prognésticos ja
conhecidos . Portante a andlise computadorizada da cromatina em laminas histolégicas de
rotina de ca basocelulares permite diferenciar diferentes graus de agressividade
independentemente do grau histologico ou da disténcia até a margem cirargica .O resultado
nos mostrou que, através da utilizagdo de um programa de computador de facil utilizagio

podemos acrescentar mais um instrumento ao arsenal disponivel ao patologista.

Resumo
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ABSTRACT



Basal cell carcinomas (BCCs) usually follow a rather benign clinical course. A part of them
however recurs after treatment causing a local tissue destruction. Therefore, morphological
parameters that could help to distinguish between recurrent and non recurrent BCCs would
be mteresting. The aim of our study was to investigate whether morphometric variables of
the nuclei in routinely stained histological sections and the chromatin texture could be
helpful to identify patients with high risk for recurrence. We used a computer program
specially developed by the Computer Institute of the UNICAMP (State University of
Campinas-SP-Brazil) in association of the Pathology Department of the same university.
We studied 98 BCC cases (52 non recurrent and 46 recurrent) with at least 60 months
follow-up. In all cases we performed FFT ( Fast Fourier Transform) in, at least, 100 nuclei

of each case.

- Then we correiated the FFT results with others predictive factors as histological types and
surgical margin distance. We obtained a prognosis model where the Fast Fourier Transform
results play an independent role besides the already known predictive factors.

As a result we can assure that the computerized chromatin analysis performed in
histological routine slides is able to differentiate different aggressiveness degrees in BCCs
independent from the histological type or from the surgical margin distance.

‘Our aim is to show that we can use a friendly user computer program as a novel instrument
to the pathologist arsenal.

Abstract
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1.1-0 CARCINOMA BASOCELULAR (CBCQ)

O carcinoma basocelular (CBC) é o céincer cutineo mais comum nos
humanos.(FLEMING 1D, 1995) Representa 67,5% dos tumores de pele ¢ geralmente
apresenta curso benigno, crescendo lentamente e desenvolvendo-se apenas localmente.
Entretanto alguns exemplares de CBC mostram comportamento agressivo, rapidamente
infiltrando estruturas profundas(MILLER SJ, 1991). Os critérios histolégicos tradicionais,
(SEXTON M, 1990} que incluem tamanho do tumor, ou dos brotos neoplésicos, (HAUBEN
DJ, 1982) taxa mitética, padrfio nuclear (DIXON AY,1989), hialinizacdo do estroma e
disposigdo celular periférica em palicadas (GOODING CA, 1965) foram de pouco valor em
discriminar inequivocamente o CBC agressivo do nfo agressivo (DIXON AY, 1993).
Conseqlientemente, através das duas Gltimas décadas, muitos outros fatores morfol6gicos e
bioldgicos continuaram sendo investigados, como algumas caracteristicas morfométricas
(TAYLOR GA, 1973), numero de regides organizadoras nucleolares (METZE K, 2000),
METZE K, 1991), (METZE K 7 LORAND-METZE, 1992) (METZE K,
LORAND-METZE, 1993) (METZE K, LORAND-METZE, 1999) (METZE K,
TREVISAN M, 1999), expressdo da proteina p53 (LORAND-METZE, 1999), indicadores
de taxa de apoptose (JAHODA CAB, 1991) como a expressio da proteina bel-2 (HALL
PA, 1990), expressdo de moléculas de adesio (WEINSTEIN GD, 1970) e marcadores de
proliferacio celular (GRIMWOOD RE.1986). Entretanto a andlise morfométrica
computadorizada foi pouco estudada e a avaliag?ib dés autores € de que a avalia¢io
morfométrica pode trazer grande contribuicdio ao conhecimento destes tumores e ac seu
grau de agressividade.

RECORRENCIA EM CBC

Os Indices de recorréncia em CBC variam de 4 a 14% dos casos (KARAGAS
MR, 1992) (EPSTEIN E, 1973). Existem estudos mostrando recorréncias apds longos
periodos de remissdc. (ROWE DE, 1989) (CZARNECKI D, 1996). Alguns fatores de risco
foram citados, mas sfo variados (DUBLIN N, 1983) mas a predictibilidade da recorréncia e
agressividade ainda estd mais restrita ao tipo histolégico. (JACOBS GH, 1982).

Os estudos publicados sobre recorréncia em CBC baseiam-se quase que
exclusivamente na acfe cirfrgica, quer seja na abordagem da margem de seguranca
cirlirgica (GOODING, 1965) (DE SILVA SP, 1985), exerese incompleta (RICHMOND,

Ineroducio
Is



1987), tipos de técnicas cirdrgicas (EMMETT AJJ,1990) (SILVERMAN MK, 1992),
estudos da cicatrizacdo (DVORAK H, 1986), indicaclio de tipo de cirurgia nfio adequada
(LANG PG, 1986) ou formas nfo cirirgicas de tratamento (WILDER RB,1991).

Os trabathos relacionados a fatores preditivos de recorréncia de CBC (DIXON
AY, 1989) repetidamente fazem alusdio ao tipo histolégico (ROBINSON JK,1987)
(MARGHOOD A, 1993) (KARAGAS MR, 1992), mesmo quando em estudos prospectivos
de longas duragdo.

O estudos de imagens

A forma mais comum de se processarem as imagens tem como principio
trabalhar com elas diretamente, como nds as vemos, isto é, concentrando o trabalho na
‘intensidade e na distribuicio dos graus de cinza ao nivel de cada ponto da figura. Estes
métodos sdo referidos como métodos espaciais. Assim, intimeras informacdes podem ser
retiradas, tais como distincia entre dois pontos, 4dreas, dngulos, (GONZALES RC, 1987)
contagem de elementos como células, nicleos, mitoses, entre outros.(THUNNISSEN
FBIM, 1986)

A andlise da imagem pelo computador pode predizer a sobrevida de pacientes
com neoplasias malignas com um alto grau de acurdcia e com menos subjetividade que o
exame visual (CANZONIERI V, 1995). Contudo, nfioc se deve entender patologia
quantitativa como sindnimo de diagndstico automatico, nem que a responsabilidade do
patologista deva ser assumida sobre os aplicativos computacionais.

Hé mais de 30 anos, vérios sistemas experimentais foram desenvolvidos para o
prescreening de preparados citolégicos, incluindo uso de técnicas de processamento de
imagens (HARALICK RM, 1973). Apesar do grande ntmero de algoritmos desenvolvidos,
ainda nenhum dos sistemas resulfou num produto comercial clinicamente aceitivel.
Imagens de células coradas sfo heterogéneas ¢ complexas, e pode ser dificil classifica-las

devido 4 grande quantidade de agregados celulares e superposigdes.

O processamento automdtico de imagens e a quantificacio de caracteristicas
morfolégicas de células t€ém um duplo beneficio. Primeiro, o processo pode permitir
screening automatizado e ,segundo, tomar os critérios de diagnésticos mais objetivos e
reprodutiveis (MORRIS JA, 1994).

Irtroducdo
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Os pardmetros da andlise de imagem podem ser usados com a vantagem de
estimular pequenas mudangas na substéncia celular que nfio so dbvias ao otho humano, ou
sdo invisiveis, ou sdo dificeis de incluir numa descrigiio qualificativa (STEPHENSON T3,
1992). Ha estruturas vistas pa microscopia Optica e eletrdnica que nfio poderiam ser
rapidamente classificadas pelo uso de pardmetros simples como comprimento, 4rea e
circunferéncia, especialmente se sua aparéncia geral puder ser descrita através de
caracteristicas texturais (VAN GOOL, 1985).

Os recursos disponiveis em programas comerciais (por exemplo, KS-300)
restringem-se a pardmetros morfométricos elementares, tais como didmetro, area, perimetro
(TRUE LD, 1996), que per se ajudam objetivar, porém, nfo conseguen; “medir” conjuntos
morfolégicos mais complexos, como, por exeroplo, a textura de ntcleos. Considerando que
uma digital de um micleo é composta por pixels com graus de cinza formando um padrio, a
textura nuclear depende da relagfo espacial de cada pixel com os pixels vizinhos no nucleo.
Assim, as medidas de textura sfio propriedades estatisticas locais de uma imdgem.

A textura € uma caracteristica que descreve a aparéncia genética de parte de
uma imagem, ¢ € fregiientemente expressa como aparéncia macia, arenosa, regular, linear,
grosseira, gramular, etc. Matematicamente, a textura pode ser descrita em termos da
ocorréncia de regularidades pequenas e locais. O conjunto de pardmetros descrito destas
regularidades ¢ usado na andlise de textura de imagens, cada uma com sua vantagem
propria.

A textura € uma propriedade que expressa a distribuicio e a inter-relagfio
espacial entre os varios graus de cinza que comp®em um objeto. Muitos descritores de

textura foram usados em estudos citologicos pﬁra a analise da distribuicfio nuclear da

cromatina.

Caracteristiéas texturais sfo, portanto, pardmetros que podem ser calculados a
partir da textura de uma imagem armazenada na memoria de um computador (HARALICK
RM, 1973). Essas ferramentas j&4 foram comprovadas como fteis na quantificaciio de
substéncias celulares e contetido de DNA nuclear. Com o advento da analise de imagem
digital, novos caminhos foram abertos para abordar esse assunto. Como a textura da

cromatina dos nicleos estd relacionada com a funcfio celular, varios pardmetros foram

Introducic
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usados com sucesso em micleos fixados e corados para distinguir céhulas entre si. Pode-se
citar, por exemplo, as técnicas para se calcular heterogeneidade, “run-lenghts”,
condensacdo, contraste, “coarseness” e indice de gradiente de contraste (SPINA, 1992).. O
tamanho, a forma e a textura dos micleos sdo de fundamental importéncia na avaliagéo
citolégica de malignidade. Contudo, a interpretacfio destas caracteristicas € propensa a
consideravel variacio subjetiva entre os patologistas. As caracteristicas nucleares
favorecendo malignidade incluem cromatina hipercromatica, irregularmente distribuida,
grosseira, com marginagio da cromatina e clareamento da paracromatina, com membrana
nuclear irregular e angulada, e mucléolos grandes, miltiplos e irregulares. Numerosos
estudos demonstraram a habilidade das andlise da imagem nuclear para discriminar
acuradamente entre c€lulas benignas e malignas.

A avaliaciio da distribuicfio da cromatina nuclear ou textura se impSe como um
desafio para o patologista. Em geral, alguém pode referir-se 4 cromatina descrevendo se
ela ¢ uniformemente dispersa ou agrupada de maneira fina ou grosseira. Alguns
simplificam o conceito de textura nuclear, denominando as dreas escuras como cromatina e
as areas claras como paracromatina. Na realidade, exisitem sutis variacdes na estrutura
nuclear correspondendo a alteragBes graduais na distribuicdo espacial da cromatina,
incluindo o aparecimento de cromocentros focalmente, ¢ de um ou mais nucléolos. Muitas
abordagens foram desenvolvidas para quantificar a textura em imagens digitais, incluindo
estatisticas digitais, incluindo estatistica simples, estatistica markom (PRESSMAN,
1976) ansdlise de gradientes, andlise granuloméirica, transformada de Fourier ¢ analise
fractal.

1.2-A ANALISE DE IMAGEM

Perante esta problematica foram procurados ¢ implantados pardmetros novos,
tais como entropia, pardmetros de simetria (do contorno e da superficie ) e a aplicaciio da
teoria dos grafos (Wanderley de Souza Filho , tese de mestrado UNICAMP 1999).

Uma alternativa elegante para avaliar texturas é aquela em que se examina a
composicdo da imagem como somas de senos e cossenos. Uma das primeiras tentativas

nesse sentido o1 a utilizagio da transformada de Fourier. Em 1808, Joseph Fourier propds a
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academia de ciéncias de Paris que toda curva irregular poderia ser como soma de fungdes
periédicas. Ja em 1809, Gauss, estudando as propriedades desta transformacfio, criou um
algoritmo capaz de calculd-la exatamente ¢ com maior desempenho, numa época em que
ndo havia sequer calculadoras. Este algoritmo foi utilizado num computador pela primeira
vez por Cooley apenas em 1969, em um programa escrito em FORTRAM. Assim, andlise

espectral tornou-se pratica com o uso da transformada rapida de Fourier (FFT).

y = sen (x)

Obtengdio da onda quadrada a partir dos senos

Introducio
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Soma de senos

FIGURA 1-

Transformada de Fourier

FIGURA 2-

As transformadas de Fourier j& foram usadas em diversas &areas tais como
cristalografia ¢ teoria da comunicagfio, realizando, respectivamente, andlise de estruturas
tridimensionais e compressdo de dados. Mais recentemente, as transformadas de Fourier
foram empregadas para a identificagfio e classificagfio de pinturas, baseado na observagiio

de que caracteristicas particulares de uma pintura podem ser mais facilmente retiradas se o

Fniroducio
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espectro bidimensional for examinado, melhor que a pintuwra original (MILES
&JAGGARD, 1981)

A andlise de Fourier transforma imagens do dominio espacial para o de
freqiiéncia. (ROZYCKA, 1998) Geralmente se supde que a freqgiiéncia é a medida da
repeticiio de algum evento peridédico. Em processamento de imagem, a freqiiéncia espacial
¢ a medida que expressa o ritmo das alteragdes de brilho (graus de cinza, geralmente entre 0
a 255) (STEPHENSON, 1992) (CASTLEMAN, 1979) que ocorrem numa seqiiéncia de
pontos. Altas freqiiéncias espaciais correspondem a detalhes de brilho que variam
rapidamente. Baixas freqiiéncias espaciais representam mudancas lentas do brilho. A
distribuico das freqliéncias representa a periodicidade da imagem e as interferéncias
direcionais. .(MARCHEVSKY & BARTELS, 1994) As caracteristicas de textura de

Fourier podem ser calculadas a partir das distribui¢des das freqiiéncias em diferentes

regides do espago transformado.

Nucleo submetido a Transformada de Fourier

FIGURA 3-

A andlise computadorizada de imagens ¢ um avango no estudo da patologia
uma vez que, através deste método, temos mais precisic nos diagnésticos que hoje sio
realizados e podemos avangar em diagndsticos até entdio nfo possiveis. Outra vantagem do
método ¢é poder diminuir a influéncia do subjetivismo no diagndstico, reduzindo eventuais

fathas humanas.
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O entrave para a disseminagio deste método € o seu alto custo, quer seja na
aquisicdo de instrumental adequado, quer seja na elaboragic e desenvolvimento de
programas de computador acessiveis, tanto a nivel de custos quanto a nivel de execuciio do
procedimento.

Poucos trabalhos foram encontrados na literatura que usaram a Transformada
de Fourier para estudos histologicos e todos poderiam ser melhorados. Banda-Ganboa em
1993, estudou células cervicais usando este instrumento. Como ainda ndo dispunha de
tecnologia suficiente os efeitos da borda perturbaram o resultado final e nfio foi feita a
analise da cromatina mas apenas do contorno nuclear. Smith em 1999 demonstrou com
sucesso que a transformada de Fourier pode classificar a arquitetura histologica de tumores
de prostata com 97.2% de acerto na graduagdo de Gleason nas imagens histologicas e
88,6% em esquemas feitos 4 mio. Utilizou o método da similaridade entre as imagens

transformadas e ndo empregou nenhuma técnica de pré-processamento.

De Vres em 2000 estudou a organizacdio dérmica nos casos de
eclerodermia.Clark em 2001 explicou a transparéncia da c¢érnea demonstrando diferencas
ultraestruturais entre o tecido conjuntivo da cérnea e da esclera, através da transformada de

Fourier de imagens da microscopia eletrOnica.

1.3-JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Alguns estudos (De ROSA G, 1990) (De ROSA G, 1992) (DOLAN OM,1998)
tém sustentado a hipStese da existéncia de um subgrupo de CBC com um fenétipo
claramente agressivo, mas, ainda hd a necessidade de se definir caracteristicas que sfo
importantes para o reconhecimento precoce dessas formas tumorais, antes da manifestacio

clinica de sua indole (recidiva).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho ¢ encontrar paradmetros histolégicos que
se correlacionem, precisamente, com o prognéstico, para assim, determinar quais os
pacientes que apresentam alto risco de recidiva tumoral e que necessitam, desde o inicio,

conduta cirtrgica mais invasiva e/ou acompanhamento mais préximo.

Introdugdo
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2.1-GERAIS

O objetivo deste trabalho é estudar padrdes de cromatina em células tumorais
dos CBC agressivo ¢ ndo agressivo através da andlise de imagens da transformada de
FOURIER para verificar seu possivel envolvimento nos mecanismos patogenéticos das

recidivas.

2.2-ESPECIFICOS

Avaliacio morfométrica computadorizada de nucleos € da cromatina das
populacGes celulares através de programa de computador esmcialmentla desenvolvido para
gerar ¢ analisar a transformada de FOURIER, e relaciond-la com o tempo livre de recidiva.

Aprimorar as ferramentas disponiveis para esta finalidade.

Objetives
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3.1-CASUISTICA

Foram selecionados 98 caos de carcinoma basocelular (CBC) { Cédigo
Snomed M80913, M80933, MR0923 ¢ M80903 em qualquer localizagiio) de pacientes do
HC- UNICAMP cujo nimero de prontudrios oscilava entre 000001-1 e 260000-0 e que
tenham sido acompanhados pelas especialidades de Cirurgia de Cabega e Pescogo e/ou

Dermatologia por um periodo igual ou superior a ¢inco anos, a partir da exerese do tumor.

Essas amostras tiveram que satisfazer os seguintes critérios:

Critérios de inclusio :

1. A bidpsia ter sido encaminhada ao servico de Anatomia Patolégica —
Unicamp € a amostra armazenada em bloco de parafina nos arquivos do

servico, ser localizada e encontrar-se em bom estado, para o processamento

de novos cortes.

2. Representar exerese completa de tumor primério com margens cirGrgicas

livres.
3. Ter seguimento por pelo menos 5 anos

4. Ter registro completo com as seguintes anotagBes : Registro do paciente;
registro da biopsia; identificagdo da limina, identificagdo do paciente, data
de nascimento, cor, sex0, drea topografica, data de retirada e diagnéstico.

Critérios de exclusio :

1. Bloco de parafina em mau estado de conservacio
2. Comprometimento da margem na hora do recorte
3. Diagnéstico comprovado por segundo observador

4. Nao ter diagnéstico de Sindrome do Nevo basocelular

Blaseriais e Métodos
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Para obter um minimo de poder estatistico na analise de regressic Cox ,
tentamos mcluir no minimo 40 casos com recidivas , pois recomenda-se no minimo 10

casos com evento por varidvel testada na regressio de Cox .
O tempo livre de recidiva foi calculado em meses,

Em todos os casos foram extraidos os seguintes dados: registro do paciente,
mimero da biopsia, identificagdo da 18mina, data de nascimento, idade, cor, sexo, tempo de
observacdo do tumor, data da primeira retirada, maior didmetro do tumor, menor didmetro
do tumor, menor margem do tumor, nivel de Clark, nivel de agressividade, topografia com
relagdo ao sol e a drea estética, localizagio em segmento cefilico.ou nfio, tempo de

aparecimento do tumor, recidiva (tabela 1) ou nfo ( tabela 2) e tipo histolégico. (anexos)

3.2-METODOS
3.2.1-Preparacéio da limina

O procedimento de preparagiio das l4minas foi realizado no mesmo dia,para se
evitar alteracbes com relacdo a4 qualidade dos reagentes ¢ corantes, tentando minimizar ao
maximo a varia¢do da duracdio da coloragdo de cada ldmina, o tempo de exposicio das
iAminas coradas a luz, e a idade das laminas,

Foram realizados 3 cortes (micrétomo Reichert-Jung), com Sum, feitos pelo

mesmo técnico, ¢ coradas com HE seguindo as normas de coloragdo.
ColoragHo:
¢ Lavar em 4gua corrente
o Imergir na hematoxilina por 5 minutos
o Mergulhar rapidamente no dlcool 70°+ HC! 2ou3 x
¢ Imergir em 4dgua por | minuto
» Imergir na eosina por 10 a 15 segundos
o Lavar rapidamente em dgua destilada

» Imergir em dlcool 70° por 1 minuto

Aateriais « Mtodos
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Imergir no dlcool 95° por 1 minuto, 2x

Imergir no dicool absoluto por 1 minuto, 2 vezes

Lavar rapidamente em xilol

o Imergir em xilol

Montagem

e Colocar 1 gota de balsamo do Canadé4 em uma lamina de microscépio
» Colocar a laminula invertida sobre a lamina

» Deixar secar a temperatura ambiente

3.2.2-Analise das populagdes celulares
3.2.2.1-Microscopia Optica

A andlise das populacdes celulares foi feita com o auxilio de microscopio
optico (Carl Zeiss) com a objetiva de 100 aumentos Achroplan de imersiio a dleo, com

abertura numérica de 1,25.

3.2.2.2-Aquisicdo das imagens

Foi utilizado o sistema KS-300 para a aquisicBo imterativa das imagens
apresentando uma resolugio espacial de 0,1 pm:/pixel, dado obtido através da digitalizagiio
de uma régua micométrica de Imm. As imagens foram salvas sem compactagio no
formato bitmap colorido de 24 bits (extensio .BPM), com o tamanho de 256X256 pixels.
As imagens foram adquiridas pelo mesmo operador, que adotou os seguintes critérios para

a selecdo dos niicleos:

a)Somente foram adquiridos nficleos com caracteristicas de células neoplésicas,

desprezando-se quaisquer outras células do campo.

b)Apenas um nicleo por imagem. Havendo outros micleos proximos, foram
deixados incompletos, nas bordas das imagem, para que o programa
segmentador pudesse elimina-los.

Materiais ¢ Métodos
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¢)Nucleos sem pregas, fendas e dobramentos.

d)Nucleos sem superposiciio de qualquer estrutura, por exemplo, bolhas,

precipitagiio de corante ou outros niicleos.

e)Ndo foram adquiridas células em processo de divisio, exibindo

cromosssomos ou fuso mitético. Uma ressalva pode ser feita neste
momento, visto que micleos em fase de duplicagfio do DNA (fase Se G2 ¢
SG 1) nfio sfo facilmente distinguiveis pelo operador, sendo portanto
passiveis de serem adquiridos.

Cada imagem nuclear foi adquirida no melbor foco, Isto é, no foco em que os
contornos se apresentarem nitidos na maior parte do perimetro da carioteca.

Uma macro de comandos para aquisigio de imagens do KS-300 foi elaborada
para fornecer automaticamente os nomes de cada imagem, eliminando assim a
possibilidade de erro nesta tarefa.

As imagens dos micleos foram salvas diretamente em discos de transporte e,
em seguida salvas em discos compactos especiais para computagio. Foram gravados com
auxiio do Laboratério de Informitica da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM-UNICAMP), e do Laboratorio de Sistemas de Informagéo (LIS-IC-UNICAMP)

Fotografia de Nicieos de Ca basoceluiar

FIGURA 4-
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3.2.3-Parimetros extraidos

Os arquivos assim obtidos foram abertos pelo editor grifico, e entdo os niicleos
foram isolados em matrizes quadradas com 256 pixels de lado, e convertidos para o
formato bipmat escala de cinzas, de 8 bits, através do calculo da luminincia. Esta
conversdo para escala de cinza € descrita como “perceptivelmente uniforme” (WOUVER,
2000), tendo a finalidade de simular 0 mesmo grau de variagdo de brilho da percepgéo
visual humana em cores. Cada imagem foi submetida ao isolamento dos niicleos pela
técnica de thresholding (GONZALES & WINTZ, 1987) pintando-se todo o fundo
correspondente ao citoplasma e as outras células, sob visdo direta do operador. O tom de

cinza utilizado nesta operacio é a média dos tons de cinza do nicleo estudado.

Foram utilizadas duas técnicas de tratamento da imagem para se realizar a
segmentacio:

a) A imagem foi convertida em escala de cinzas de 8 bits, através do calculo da
luminfncia. Esta conversio para a escala de cinza ¢ descrita
como“perceptivelmente uniforme” (WOUVER, 2000), tendo a finalidade de
simular 0 mesmo grau de variagdo de brilho da percepgfio visual humana em

COIES.

b) Uma outra opgdo foi converter a imagem em escalas de cinzas de 8 bits,
calculada a partir da soma de duas imagens: 2 luminincia e a distincia
euclidiana no espago de cores vermelho-verde-azul entre a cor de cada pixel
com uma cor de referéncia, definivel pelo usudrio, geralmente uma cor que

esté4 presente nos contornos da imagem nuclear.

A primeira técnica ¢ suficiente para segmentar a maioria das imagens nucleares.
Em casos mais dificeis, quando a luminincia nfo consegue distinguir os contornos
nucleares, € utilizada a segunda técnica, que utiliza a informagdo da cor, além da.
Juminédncia.

A seguir a imagem foi convertida numa imagem bindria preto-e-branco, sendo
realizado automaticamente:

1. aretirada das imagens nucleares presentes nas bordas da imagem.

Muzerinis e Meétodos
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2. o fechamento por drea dos “buracos” existentes na componente conexa,

menores que 1500 pixels

3. a abertura por area retirando-se as componentes conexas menores que 3500

pixels.

O resultado ¢ uma mdscara bindria que representa a imagem nuclear. As

imagens coloridas de 24 bits assim segmentadas, com fundo branco, foram entio gravadas

em um outro disco compacto.

Para preparar a imagem para ser transformada pela FFT, a imagem ¢ convertida
em escala de cinzas através do célculo de lumindncia, e o fundo branco ¢ substituido pela
luminincia média do nticleo. A seguir, é realizado a supressdo das descontinuidades
abruptas das bordas do ntcelo, utilizando-se a técnica de amaciamento, utilizando um filtro
de média com vizinhanga 8 (RANDAL ADAM, dissertagdo de mestrado-Unicamp-DAP).
A borda do niicleo foi selecionada através da subtracSio da mascara bindria de 12 dilatacSes

pela de 3 erosdes.

Alisamento das Bordas Nucleares

FIGURA 5-
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Entdo a imagem estd pronta para ser transformada pela FFT. Como a
transformada de Fourier gera uma imagem onde cada pixel apresenta um componente real e
um componente imaginario, € necessirio que a imagem transformada seja calculada a partir

de ambos 0s componentes.

A quantidade de detalhes na imagem transformada (resoluggio) é proporcional
ao tamanho da imagem. Assim, imediatamente antes de se realizar o cilculo da
transformada ( Randall, tese de mestrado do Departamento de Anatomia Patolégica), a
imagem foi colocada dentro de outra, com 512 X 512 pixels, com o nivel de cinza médio no
background. Assim, a imagem do niicleo, que permanece inalterada, é processada numa

matriz major.

3.2.4-Andlise quantitativa e qualitativa
3.2.4.1-Analise quantitativa

Na propria limina foram determinadas as medidas de distincias (menor
margem ¢ distincia minima). Para tanto medimos as distancias na 14mina e subtraimos da

maior extensio da peca fixada. A distincia minima foi calculada em todas as margens.

' 3.2.4.2-Anilise qualitativa

A partir das imagens transformadas foram calculadas a energia total, o
momento da inércia total e 9 distribuicSes angulares de energia com 20 graus cada,
totalizando 180 graus, relativos a metade de cada nucleo. O inicio da medida ¢ feito a partir
daquilo que se convencionou chamar de maior corda, que é a maior medida entre dois

pontos do perimetro do nicleo.
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FIGURA 6-

3.3-APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas—FCM-UNICAMP,
protocolo n°077/2002 , fornecido em 19 de margo de 2002.
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A nossa amostra constou de 52 casos sem recidiva e 46 casos com recidiva. Os

resultados obtidos foram os seguintes:

Idade Maior A Menor Acm  Menor Marg Med tu

Cases 98 98 98 98 98
Mean 64,8469 2,01327 1,29694 0,18091 1,42245
Std.deviation 10,9086 1,18996 0,74286 9,82432¢-02  (0,84518
Variation Coeff. 0,16822 0,59106 0,57278 0,54302 0,59417
RelV.Coeff.(%) 1,69928 5,97061 5,78597 5,48538 6,00208
Mintmum 29,0000 0,40000 0,30000 5,00000e-02  0,30000
Maximum 84,0000 3,50000 3,56000 0,40000 4,00000
Range 55,0000 5,10000 3,20000 0,3 SOéO _ 3,70000
Median 65,0000 2,00000 1,60000 0,20000 1,20000

Como se trata de um processo (recidiva) que depende do tempo é obrigatério
que se escolha um modelo matematico do tipo tempo/evento. Como todas as varidveis que
foram analisadas podem ser demonstradas em niimeros cardinais, utilizamos a regressdo
Cox.

No primeirc passo analisamos os pardmetros individualmente. Os pardmetros
com valor p<0,1 foram usados num segundo passo para calcular uma regressdo Cox
multipla com procedimentos “passo-a-passo” para se obter o modelo que engloba os

prognosticos independentes.

Testando as diferentes varidveis obtivemos os seguintes valores de p:

Sexo = (,549
Classif. Clark 0,308
Area exposta a0 sol 0,372
Topografia esteticamente importante 0,652
Resultados
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Cefalico ou n&o cefilico 0,533

Tipohistologico
Tipo=maior risco 0,001
Distancia minima da margem 0,003

Inércia dos setores seguintes:

-170a 10 graus p=0,549

10 a 30 graus 0,572

30 a 50 graus 0,430

50 a 70 graus 0,206

70290 0,230

90a110 0,101(=D)
1102130 0,127(=g)

130a 150 0,334 (=h)

150 2170 0,507

A fim de obtermos um modelo preditivo parcimonioso nés incluimos na

Regressdo de Cox multivariada as seguintes varidveis:Menor distancia até a margem, tipo
'histolégico, Inércia dos setores entre 50 e 130 graus.Usando o algoritmo condicional
retmsi:ectivo sem estratificagdio {com valores de p de 0,005 para entradas e de 0,1 para
remocio)

{software SPSS ~ versiic 10.0)

No modelo final as seguinte varidveis foram incluidas:

Tipo istolégico ( B= -0,829; expB ,436(intervalo de confianga 0,229 to 0,834), p= 0,012;
Menor margem { B= -3,243 expB = 039( 0,001to0 1,131) p=10,059 )

Inéreia do setor entre 70 € 90 graus

( B =0,289 expB= 1,335(1,031a 1,729) p- 0,028 )

Inércia do setor entre 90 e 110 graus

(B = -0,331;expB=0,719(0,555 a 0,930) p=0,012;

Resultades
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Portanto ¢ modelo final é:

LOG DA RAZAO DE RISCOS = -0,83 x tipo histolégico - 3,24 x menor

Resuliados
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5-DISCUSSAO
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Uma caracteristica importante das imagens geradas pelo microscépio éptico &
seu limite de resolugdo. Isto €, a luz nfio consegue descrever detalhes menores que seu
comprimento de onda (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995). Em outras palavras, altas
freqiéncias espaciais cujo periodo espacial for menor que o dobro do limite da resolugio
nic podem ser representadas,ou melhor, as altas freqiiéncias espaciais sio filtradas. Assim,
0 microscopio optico se comporta como um filtro passa-baixa. Istoé, deixa passar apenas as
baixas freqii€ncias espaciais (RANDALL ADAM, dissertagéio de mestrado-Unicamp-DAP)

Isto significa uma vantagem para quem utilizar a anilise de Fourier, porque
pode-se ter a certeza de que nfo existem freqiiéncias espaciais tdo altas que a cimara
digitalizadora nfo possa capturar. Este fenémeno ocorre quando se utiliza grandes
aumentos, geralmente entre 600 vezes a 1000 vezes, necessitando comumente de imersdo a
oleo. Uma conseqiiéncia prética e interessante deste fendmeno é que se pode tragar na
imagem transformada o limite de resolugio como uma circunferéncia cujo centro coincide
com o centro da mesma. O raio desta circunferéncia € inversamente proporcional ao dobro

do limite de resolucdo da lente objetiva do microscépio utilizado.

A Transformada de Fourier discreta de uma imagem digital é considerada como
uma aproximac@o da Transformada de Fourier continua da imagem de onde a imagem
digital foi obtida. Essa aproximacio ¢ sujeita a vérios efeitos importantes causados pela
natureza do processo de digitalizagdo. A qualidade da aquisiciio depende do fabricante, e
artefatos, tais como linhas horizontais, interferéncias e interpolagdes podem ocotrer. Mas
mesmo assim, a transformada de Fourier discreta representa precisamente o espectro de
uma imagem digital, independente da qualidade do processo de aquisigho da imagem
digital (JAMES, 1987)

Na literatura cientifica, podem ser encontrados trabalhos que utilizaram a
transformada de Fourier para se estudar a forma de contornos nucleares, através da difracio
do laser em instrumentos G6pticos, utilizando imagens microscopicas (KOOP, 1976)
(GUERIN, 1986) (OSTROWSKI, 1983} (DZIEDZIC-GOCLAWSKA, 1982) (MILES &
JAGAARD, 1980) (PERNICK, 1978) (WOHLERS, 1978)

(TUERKE, 1978). Apesar de produzir imagens transformadas
instantaneamente, tals equipamentos apresentam desvantagens em relacdio aos

computadores, porque nestes, as imagens digitals podem sofrer um pré-processamento,
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filtrando descontinuidades ¢ selecionando as texturas a serem estudadas. Poucos trabalhos
empregaram a transformada de Fourier pa andlise de texturas de imagens digitais na
anatomia patoiogica.

Um trabalho recente (CLARK, 2001) apresenta uma revisio de trabalhos que
utilizaram a transformada de Fourier para analisar imagens de microscopia eletrénica do
tecido conjuntivo da cdrmea ¢ da esclera. Conseguiu-se demonstrar a diferenga na
organizacdo ultra-estrutural, apesar de nfo utilizar técnicas para eliminar a descontinuidade
provocada pelas bordas das imagens quadradas. Ao extrair caracteristicas discriminantes
sub-utiliza os dados fornecidos pela imagem transformada, empregando apenas o ponto de
inflexdio do perfil na escala logaritimica. Poderia utilizar muitos mais varidveis extraidas
das imagens transformadas. Conclui que a especializagio da ultra-estrutura do colageno I
altera a funcfo do tecido conjuntivo, tornando-o transparente ou opaco, analisando a

disposi¢do e a espessura das fibras.

Banda-Ganboa, em 1993 relatou que um bom poder discriminante foi obtido
analisando-se somente mascaras bindrias dos nicleos da citologia esfoliativa do colo do
ttero. Melhores resultados foram alcancados quando se utilizou a textura nuclear. Este
estudo poderia, com grande possibilidade, fornecer resultados mais satisfatorios se fossem
filtradas as descontinuidades das bordas, eliminando a superposi¢io da informacfo textural
com os an€is de Airy. Selecionou quatro caracteristicas texturais de Haralik, que foram as
mais poderosas na discriminagdo das células: contraste, média, homogeneidade local e
entropia. Neste trabalho o contrate ¢ a homogeneidade local ficaram entre 03 que tiveram

maijor poder discriminante.

A orientagdo das fibras coldgenas da derme lesional e no lesional de pacientes
com esclerodermia foi comparada utilizando-se ¢ conceito de orientacdo, discriminando
com sucesso as imagens {VRIES, 2000). Foram comparados os resultados com os de outro
método, com resultados superiores sobre o da refracfio do laser. Como critica podemos citar
que foram sub-utilizadas as informacdes fornecidas pelas imagens transformadas, aplicando
uma limiarizagdo, binarizando a imagem e estudando a forma da figura obtida. Poderiam

ser usadas técnicas de detecgio de anisotropia.
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A transformada de Fourier de imagens histolégicas de tumores malignos da
prostata pode classificar corretamente 97,2% dos casos (SMITH, 1999). Foram
segmentados os acinos das glindulas prostaticas manualmente, mas as imagens binarias das
glindulas apresentaram um poder discriminante menor, comparadas com as imagens
originais. Ndo foi filtrada qualquer descontinuidade na imagem e isto pode causar
distor¢des nos resultados. O intervalo de amostragem foi muito grande para a resolugdo

empregada, mas mesmo assim se obteve bons resultados.

Em resumo tratam-se de poucos trabalhos usando a Transformada de Fourier.
Pode-se atribuir esta falta de interesse ao fato de que o método possui um fundamento
matemdtico pouco atraente, com uma teoria demasiadamente elaborade; para ser entendido
pela maioria dos profissionais da 4rea da satde. Alguns trabathos sub-utilizaram as
informagGes fornecidas pela imagem transformada, utilizando apenas poucos pardmetros ou
realizando simplificacBes extremas, demonstrando pouco conhecimento sobre os principios
envolvidos. Nestes casos, © aproﬁ;hdamento da andlise poderia aumentar ¢ poder

descriminante.

Outros trabalhos se propuseram a investigar caracteristicas texturais em
modelos biolégicos pouco adequados, onde o método apresenta pouco poder discriminante.
Os modelos biologicos mais. adequados para a andlise de Fourier sdo aqueles que produzem
imagens anisotropicas, possuindo texturas com uma importante orientacdo direcional, como
por exemplo, na imagem de um corte de um nervo ou de um misculo. Em segundo lugar,
as texturas harmOnicas, ritmicas, cujos elementos formadores possuem dimensdes
definidas, como fibras colédgenas, parénquima hepatico, ou corte transversal de nervo ou
misculo. Em terceiro lugar estio os modelos onde tenta-se diferenciar duas texturas
isotropicas entre si. (RANDAL ADAM ~dissertacio de mestrado-Unicamp-DAP)

Neste ultimo caso a composigio das freqliéncias espaciais pode discriminar

texturas entre si

Muito estudos que utilizaram a transformada de Fourier podem ser criticados
pela resolugdo insuficiente na cAmara de digitalizacfio, gerando artefatos que dificultavam a

discriminaciic entre os grupos de imagens. Nenhum trabaltho utilizou técnicas de
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pré-processamento visando a filtragem de descontinuidades e a selecfio das areas a serem
estudadas. (RANDAL ADAM-dissertac@io de mestrado-Unicamp-DAP)

Em nicleos de células, a transformada de Fourier € composta pelo espectro da
textura da cromatina e pelo efeito da descontinuidade das bordas nucleares. Ao se amaciar
as bordas nucleares desaparecem os componentes de alta freqiiéncia que formavam a
transi¢do abrupta da lumindncia da borda nuclear. Na imagem transformada, estas altas
freqiéncias formam anéis concéntricos, que, em algumas diregdes sio mais intensos,
formando acentuages radiais. Esses anéis ja foram descritos em estudos de refracfio por
laser, chamados de anéis de Airy (BANDA-GANBOA, 1993) e sdio indesejaveis porque se
superplem a0 espectro da cromatina nuclear, prejudicando o seu e%tudo numa andlise

discriminante.

Uma alternativa para eliminar as descontinuidades produzidas pelas bordas dos
nicleos das células € diminuir a0 méximo a mudanca abrupta da iummanma, aplicando um
fundo com a lumindncia média do micleo segmentado e amaciando com filtros de média as
regifes proximas as bordas nucleares. Esse processo é chamado de pré-processamento da

imagem, visto que se opera na imagem antes de ser transformada.

Como exemplo de pré-processamento existem a andlise de distribuicio da
informag8o textural, o célculo do perfil da imagem transformada e a extrago de pardmetros
estatisticos texturais da imagem transformada.(RANDAL ADAM »—dissertagﬁo de
mestrado-Unicamp-DAP)

A distribuicio da informagfo textural na imagem transformada pode ser
analisada sob a forma de espectro de Fourier, espectro de poténcia ou de momento de
inércia. Em cada uma destas representagdes, pode ser comparado a distribuicio da energia

em cada direcfio e cada freqliéncia.

No nosso trabalhe estudamos a inércia de setores, cada qual com 20 graus de
extensfio, de nucleos de CBC que recidivaram ou nfio. Pudemos notar que, quando hd uma
grande diferenca entre dois setores (para tanto subtraimos o resultado maior do menor) a
chance de recidiva aumenta, ou seja, podemos através deste modelo mostrar que a

heterogeneidade da textura da cromatina ¢ caracteristica de tumores mais agressivos, pois
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estes apresentam esta cromatina mais irregular, devido possivelmente a alteragdes mais

acentuadas no genoma com instabilidade genética(RESS J, 1994).

O estudo da genética molecular do CBC teve avangos com estudos sobre a
sindrome do nevo basocelular (LEFFEL DJ, 1999). Em 1996, foi descrita uma anomalia do
gen PTC, que estaria implicado em ambos os casos (CBC e sindrome) (GAILANI, 1997).
Esse gen esta localizado no brago longo do cromossomo 9 (9q22), seria um supressor
tumoral importante. Quando ocorre a perda da heterozigocidade nesse locus ele se tornaria
inativado. Poderia também sofrer alteragfo pela radiacfo ultra-violeta B, o que, em ambos
0s ¢asos, levaria ao desenvolvimento de um CBC. (BALE AE, 2001).

A codificacdo da proteina p53 causada pela mutagio do gen supressor tumoral é
a anormalidade mais comumente descrita nos tumores humanos (LORAND-METZE,
1999). Outras alteragbes genéticas tem sido descritas como relacionadas a maior
agressividade € poder de metastizacio do tumor, como descrito na trissomia do
cromossomo 6. (MILROY CJ, 2000) (NANGIA R, 2001). o

Um outro trabalho (HEENEN M, 1973) demonstrou grande quantidade de
actinomicina tritiada nos niicleos de células de CBC quando comparadas com células de
pele normal. Isto sugere que a cromatina nas células de CBC estd num estado menos
represado.Egan e Crocker em 1988 mostraram que células de CBC contem
significantemente maior quantidade de regides organizadoras de nucléolos contendo DNA

ribossOmico do que outros tipes de tumores cutineos.

Um aumento no comprimento de teldmeros (WAINWRIGHT LJ, 1995) foi

descrito quando comparado com a medida média de telomeros de c€lulas da epiderme.

Estudos de himuno-histoquimica com o KI-67 (HORLOCK, 1997)
demonstraram que existem diferencas entre indices de proliferaciio celular e velocidade de
crescimento dependendo do tipo histolégico. Cutro trabalhe mostrou que tumores |
infilirativos apresentavam taxa de crescimento maior que os tumores nodulares.
(HORLOCK, 1998). Outro estudo (REES J, 1994) coloca como evidente a participagio do
cromossomo 9 e de outros cromossomos no desenvolvimento de tumores basocelulares,
mostrando que existem alteragdes genéticas gue podem ser vistas através da textura de

cromatina do ntcleo do CBC.

Discussio
44



Resumindo :

O nosso trabalho demonstra alteragSes da cromatina em CBCs mais agressivos,
que podem ser utilizados como fator prognéstico independente ¢ podem corresponder a

alteragGes no genoma destas células.

Digcussio
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O diagndstico em anatormia patologica é muito dependente do patologista, e
conseqiientemente do seu treinamento. Ele tem muitas limitagdes como a subjetividade, a
reprodutibilidade e os limites de avaliagfio da l4mina pelo observador.

Por sua vez, a andlise de texturas na anatomia patologica vem trazer novas
possibilidade de refinar o diagndstico, quando isso se faz necessirio, pode prevenir erros
diagnosticos quando, especialmente pequenas variaghes s#io responsaveis por grandes

diferencas. Pode ainda auxiliar os servigos na obtencfo de seu controle de qualidade.

Além dos fatores prognosticos conhecidos, como tipo histologico e distdncia da
margem cirdrgica, ha alteracdes sutis da cromatina de micleos em ldminas de rotina, muito

além da percepcéo do olho humano, indicando crescimento agressivo.

A andlise computadorizada das imagens histologicas através da utilizagio de
um programa de computador de ficil utilizacio pode acrescentar valiosas informagdes

relevantes para o paciente.

Conclusiio
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