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Resumo

Fibras elasticas sdo componentes essenciais da aorta e remodelamento
€ acompanhado em muitas doengas e eventos que ameagam a vida, como
dissecgao e rupturas. Fibras elasticas podem ser facilmente visualizadas
quando coradas com H&E e examinadas por microscopia de fluorescéncia.
Nosso objetivo foi criar um sistema de analise automatica da textura das fibras
elasticas comparando aorta de pacientes normotensos e hipertensos. O
sistema de andlise foi composto por Microscépio invertido Olympus [X-81
equipado com scanner FV 300 que utiliza laser FV-5 COMB2, utilizando laser
de argbnio a 488 nm, objetiva 40x usando 6leo de imersado. A espessura da
aorta varia de 2 a 3 mm, e a imagem completa foi composta por justaposicao
de imagens de 220x220 um utilizando software Fluoview. Para analise foi
utilizado o programa gliding box , que € uma caixa deslizadora de 128x128
pixels, que percorre a imagem da aorta pixel a pixel em toda sua extenséao.
Para andlise computadorizada da textura foram utilizados programas
computacionais (entropia, homogeneidade local e segundo momento angular
derivado da matriz de co-ocorréncia de Haralick). Foram calculados e plotados
em diagramas resultados equivalentes a topografia histolégica da imagem. Em
cada caminho o gliding box percorreu entre 2000 e 3000 pixels da textura,
revelando a topografia local e sua variagcdo. Foi comparada a textura de fibras
elasticas de cortes histoldgicos corados com HE de 24 pacientes normotensos
e 30 hipertensos, adultos de ambos os sexos oriundos de autopsias realizadas
no Depto de Anatomia Patoldégica. Para comparacédo entre textura e idade
utilizou-se Correlagdo de Pearson, e a textura foi comparada entre os grupos
com o auxilio do teste t. Resultados: Tanto nos pacientes normotensos como
nos hipertensos ndo houve correlacdo entre: numero de fibras elésticas ou
distancias entre elas, para as andlises de Haralick e idade dos pacientes. No

entanto, a entropia em pacientes normotensos (r=0,60; p=0,004) e a

XV



homogeneidade local (r=0,43; p =0,049) demonstraram acréscimo da variacao
topografica com o envelhecimento, fato que nao ocorreu nos hipertensos.
Quando comparadas com aortas normotensas, as hipertensas revelaram
menos fibras elasticas (p<0,0001), maior variabilidade e distancias (p<0,0001),
aumento da média da espessura e maior variabilidade da espessuras das
fibras ( p<0,0001). Conclusdo: Demonstramos que o presente método € uma
ferramenta que permite uma analise objetiva da textura de fibras elasticas da
aorta com a possibilidade de quantificar processos patoldgicos. Observamos
que em pacientes normotensos, o numero médio de fibras elasticas e a
distancia entre elas sao constantes e ocorrem discretas alteracbes da
arquitetura com o aumento da idade. Em hipertensos, o disturbio arquitetural é

mais evidente e ocorrem perdas de fibras elasticas.
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Abstract

The elastic fiber network is an essential component of the aorta. Its
remodeling accompanies many diseases and may provoke life-threatening
events, such as dissection or rupture. Elastic fibers can be easily demonstrated
in eosin-stained histologic sections examined by fluorescence microscopy. The
aim of our study was to create an automatic texture analysis system of the
elastic fibers and to apply it in human aortas comparing normotensive and
hypertensive patients.

The analysis sytem was composed of an Olympus 1X-81 inverted
microscope, a FV300 scan head and a FV-5 COMB2 laser combiner. The
fluorescence of the hematoxylin and eosin-stained slides was excited with the
488 nm line of an Argon laser using a 40x oil immersion objective. The Fluoview
software was used to reconstruct the images. The full image of the whole
sample (2 or 3mm long) was composed by several 220x220. Then a gliding box
of 128x128 pixels was running in 1-pixel steps along a predefined axis parallel
to the bottom line of the image. For every new box, computerized analysis of
texture features (entropy, local homogeneity and the second angular moment
derived from the gray-level co-occurrence matrix) were calculated and plotted in
diagrams, where the position on the x-axis was equivalent to the topography in
the histologic picture. In that way for each "run" of the gliding box about 2000 to
3000 values of a texture feature were obtained, thus revealing precisely its
topographic postion and its variabilty. We compared the elastic fiber texture in
routinely HE-stained histologic slides of the aorta ascendens in 24
normotensive and 30 hypertensive adult patients of both sexes and of similar
age from our autopsy files. Pearson correlations were calculated between the
texture features and the age. Texture features were compared between both
groups with the help of the t-test. Results: In normotensive and hypertensive
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patients no correlations were found between the number of elastic fibers, their
thickness or their distance and the Haralick features and the age of the
patients. But in normotensive patients entropy (r=0,60; p=0,004) and local
homogeneity (r=0,43; p =0,049) showed increasing topographic variations in
patients with advanced age, which was not the case for hypertensive patients.
When comparing with normotensive aortas, the hypertensive ones revealed
less elastic fiber layers (p<0,0001), a greater variabilty of the fiber distance
(p<0,0001), increased mean fiber thickness and a greater varaibilty of the fiber
thickness( p<0,0001) Conclusion: We showed that the presented method
provides a new tool for an objective automatic texture analysis of the elastic
fiber texture of the aorta with the possibility of quantification of the disease
process. Although in normotensive patients, the mean number and distance of
the elastic fibers is constant, discrete local alterations of the architecture appear
with increasing age. In hypertensive patients there are more pronounced
architectural alterations with loss of the fiber layers.
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1.0 Introducao

As grandes artérias elasticas contribuem para a estabilidade do fluxo
sanguineo. As artérias elasticas incluem a aorta e seus ramos (Junqueira e
Carneiro, 1995).

1.1 Aorta
A aorta humana é composta por trés tunicas: intima, média e adventicia.

A intima apresenta uma camada de células endoteliais, apoiada em uma
camada de tecido conjuntivo frouxo, camada subendotelial, a qual pode conter,

ocasionalmente, células musculares lisas (Junqueira e Carneiro, 1995).

A média é constituida principalmente por camadas concéntricas de
células musculares lisas organizadas helicoidalmente. Interpostas entre as
células musculares lisas existem varias camadas de fibras e lamelas elasticas,
fibras colagenas do tipo lll, proteoglicanas e glicoproteinas. (Junqueira e
Carneiro, 1995; Berry et al 1975; Silver et al, 1989; Halloran 1995, Choudhury
2008). As laminas elasticas contribuem com a importante fun¢do de tornar o
fluxo sanguineo mais uniforme. Durante a sistole, a lamina elastica esta
distendida e reduz a variagdo da pressdo. Durante a diastole, a pressdo no
ventriculo cai para niveis muito baixos, mas a propriedade elastica das grandes
artérias ajuda a manter a pressado arterial, com isso a variacdo da pressao
arterial e da velocidade do sangue diminui e se tornam mais estaveis a medida

que se distanciam do coragéo (Junqueira e Carneiro, 1995).
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A adventicia consiste principalmente em colageno do tipo | e fibras
elasticas. Esta camada possui vaso vasorum, que Sa0 pequenos vasos cuja
funcao é irrigar a adventicia e a parte externa da média (Junqueira e Carneiro
1995).

A estrutura normal dos vasos, particularmente da aorta, sofre
progressivas mudancas durante a vida, tais como, aumento do diametro com a
idade, discretas fragmentacdes das fibras elasticas e alargamento dos espacgos
interlamelares (Gallagher, 1997). Na hipertensao arterial sistémica (HAS),
podem-se encontrar dilatacdo do lumen vascular, espessamento da parede
com hiperplasia (aumento da matriz extracelular) e um maior indice de
fragmentacao de fibras elasticas em relacédo aos normotensos, causando assim
um remodelamento na arquitetura da aorta (Mattos, 2001; Virmani 1991, Limas
et al, 1982, Prado et al, 2007, Nakashima et al 1990).

Fibras elasticas sdo componentes essenciais da aorta. Seu
remodelamento é acompanhando em muitas doencas e esta relacionado a
eventos que ameagam a vida como dissecg¢ao ou ruptura. (Hagam et al 2000;
Larson et al 1984; Roberts 1981; Benetos 2002; Fievez 1989). Borges e col.
(2008) descreveram que ocorre uma acentuada fragmentacdo de fibras
elasticas na camada média nas disseccdes de aorta.

A fibra elastica madura apresenta dois principais componentes: um
amorfo central, que representa 90% do conteudo e encerra a proteina elastina
e outro microfibrilar, periférico, de natureza glicoprotéica. (Mecham e Dauvis,
1994). Elas sao formadas na parede dos vasos sanguineos pela agregacao no
meio extracelular de elastina (Mecham e Broekelmann, 1995).

Fibras elasticas podem ser facilmente demonstradas pela coloragdo de
hematoxilina eosina (H&E) nos cortes histolégicos quando visualizadas a
microscopia de fluorescéncia (Carvalho e Taboga, 1996). Esta coloragdo €

utilizada rotineiramente nos servicos de anatomia patoldgica.
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1.2 Textura

Os parametros da andlise de imagem podem ser usados com a
vantagem de se estimar pequenas mudancas na morfologia celular que néao
sao obvias ao olho humano, ou sao invisiveis, ou sao dificeis de incluir numa
descricao qualitativa. Ha estruturas vistas na microscopia Optica e eletrdnica
que nao poderiam ser rapidamente classificadas pelo uso de parametros
simples como comprimento, area e circunferéncia, especialmente se sua
aparéncia geral puder ser descrita através de caracteristicas texturais (Adam,
2002).

A textura € uma caracteristica que descreve a aparéncia de parte de
uma imagem e é freqlientemente expressa como macia, arenosa, regular,

grosseira e granular. (Haralick et al. 1973).

A textura da imagem histolégica ou citolégica dos tecidos esta
intimamente relacionada com o estado fisioldgico e com o disturbio

fisiopatoldgico do organismo, o que é a base da andlise microscépica.

Tradicionalmente, a analise da textura microscopica histologica e
citologica é feita pela opinido do especialista treinado. Esse tipo de avaliagéo,
porém, contém um forte componente subjetivo, o que explica o consideravel
grau de discordancia entre os especialistas em todos os campos da
histopatologia ou citopatologia (Christopher e Hotz, 2004). Isso explica as
tentativas de objetivar o processo diagnéstico, utilizando-se ferramentas
matematicas aplicadas na analise de imagens microscopicas (Metze e Adam,
2005).

18




Poucos trabalhos na literatura tém discutido a estrutura das fibras
elasticas da aorta através da analise automatica, e a literatura carece de
trabalhos que analisem ndo s6 o numero de fibras e a distancias entre elas,

mas também a disposicdo e homogeneidade das mesmas.

Nakashima et al (1990), através de observador humano, fizeram
contagem de fibras elasticas e analisaram o indice de fragmentagcdo em
normotensos e hipertensos, porém o0s pesquisadores nao discutiram a
homogeneidade e o grau de desorganizacao das fibras. Sans e Moragas
(1992) estudaram a estrutura das fibras, no entanto o trabalho é focado na
quantidade de fragmentacdo das mesmas. Angouras et al (2000), observaram
a disposicao das fibras elasticas em aortas de suinos, a analise foi por
observacdo humana e, consequentemente, dependente da subjetividade
destes.

Diante deste contexto, este trabalho propdée uma nova ferramenta
(analise automatica) para o estudo da arquitetura da aorta, que independe da

subjetividade do observador humano.
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2.0 Objetivo

2.1. Objetivo geral

. Criar um sistema automatico de andlise de textura para fibras

elasticas.

2.2. Objetivos especificos

« Descrever a topografia de fibras eléasticas de aortas ascendentes em
pacientes normotensos e hipertensos;

« Localizar topograficamente areas de maior disturbio arquitetural;

« Comparar aortas de pacientes normotensos e hipertensos;

« Analisar a textura da aorta toracica por meio de imagem digital; utilizando

matriz de co ocorréncia de Haralick e contagem de fibras.
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3.0 Material e Métodos

O presente trabalho conta com dois grupos de pacientes, um de
portadores de hipertensao arterial e outro de normotensos.

Para selecao dos pacientes foram analisados os prontuarios médicos e
relatério de autdpsia de todos pacientes. Na andlise do relatério de autdpsias
observou-se histologia renal, histologia cardiaca e peso do coracdo em
comparagao com altura e peso corporal do individuo.

Critérios de inclusédo para o grupo de pacientes normotensos:

. Auséncia de aterosclerose macroscépica na aorta ascendente
proxima a pulmonar;

. Auséncia de medicacao anti-hipertensiva;

. Peso do coracdo normal em relacdo ao peso corporal e altura do
paciente. (0,4% do peso do corpo, sendo permitida uma tolerancia de 10%.);

. Histologia renal sem alteragédo (auséncia de nefrosclerose);
Nenhum paciente deste grupo era portador de diabetes.
Critérios de inclusao para o grupo de pacientes hipertensos:

«  Auséncia de aterosclerose macroscopica na aorta toracica proxima
a pulmonar;

. Uso de medicamento anti-hipertensivo;

. Diagnéstico de Hipertensao arterial sistémica (HAS);

. Hipertrofia das céameras cardiacas (sem valvulopatia ou

cardiomipatia hipertrofica)
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Em conjunto com alteracdes renais tipicas da HAS.
Critérios de exclusao:

Foram excluidos dos grupos, aqueles pacientes que, apresentaram na
aorta ascendente/ toracica aterosclerose moderada ou grave na aorta
abdominal, qualquer doencga ou situacéo que pudesse comprometer a estrutura
da aorta: usuarios de crack, (On et al, 1992), gestantes e portadores da
Sindrome de Marfan.

Os blocos utilizados pertencem ao blocario do departamento de
Anatomia Patoldgica e a confec¢ao das Iaminas foi realizada no Laboratério de
Anatomia Patolégica do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental. Os cortes
histolégicos foram feitos com 15 um de espessura e posteriormente corados
com hematoxilina-eosina.

A regido da aorta de onde foram adquiridas as imagens estava livre de

aterosclerose microscépica.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética da FCM, UNICAMP CEP
N 549/ 2007.

3.1 Aquisicao da imagem

3.1.1 Microscépico Confocal de varredura a laser

Na microscopia de fluorescéncia convencional o sinal de fluorescéncia
coletado da amostra é gerado em todo o cone de iluminagdo da amostra. Esse
fato diminui a resolugcao no plano focal da objetiva, pois o sinal coletado contém
informagéo de todos os outros planos diferentes do plano focal da objetiva. Para a

reconstrucdo 3D € preciso rejeitar as informagdes advindas dos planos
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indesejados. Essa discriminacdo é obtida através da utilizagdo de um filtro
espacial, que impede que sinais gerados fora do foco da objetiva cheguem ao
detector (Thomaz, 2007). A figura 1 mostra um esquema simplificado do
Microscopio Confocal de Varredura a Laser.

Detector

Filtros
I

Luminescéncia

Pinhole

Excitacao

Scan horizontal \
| \

Scan vertical

> Obictiva

Cone de
Luminescéncia

Figura 1 Microscépio Confocal de Varredura a Laser

O microscopio invertido Olympus 1X-81 (figura: 2), equipado com
scanner FV300, laser de argbnio FV-5 COMB2, é um prototipo criado pelo
laboratério de Fotonica do Instituto Fisica Gleb Wathagin. A possibilidade
de utilizar este equipamento nas aquisicdes de imagens permite algumas
vantagens em relagédo a outros equipamentos Opticos convencionais, tais
como: maior resolugdo em imagens em trés dimensdes em relacdo a

lampada de mercurio, com a possibilidade de reconstrucdo de imagens
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tridimensional e maior visualizacdo em profundidade do tecido a ser

observado.

Gracas a tecnologia que emprega o0 uso de compostos quimicos
denominados fluoréforos, foram possiveis grandes avangos na pesquisa
de organismos vivos. Essa combinacao de principios da dptica e da fisico-
quimica tornou finalmente possivel “olhar de perto” variados tipos de

células vivas. (Thomaz, 2007).

A fluorescéncia acontece por um fenbmeno onde elétrons do fluoréforo
absorvem fotons com energia provindos de uma fonte. (lAmpada ou feixe
laser), passam de um estado fundamental (baixa energia) para um estado
excitado (alta energia), neste estado o fluoréforo passa por uma mudangca em
sua conformacao e pode interagir com uma série de moléculas ao seu redor.
Com isso a energia deste estado excitado é dissipada e o elétron passa para
um estado de menor energia (ndo o estado fundamental). A diferenca de
energia entre o estado excitado e o estado de menor energia é emitida em
forma de um féton (Thomaz, 2007)

A técnica de microscopia de fluorescéncia consiste justamente em
captar este féton que € emitido e com ele gerar uma imagem. (Thomaz, 2007).
Estes procedimentos permitem maiores detalhamentos de estruturas (Koning et
al, 2001).

As imagens foram adquiridas, utilizando laser de argbnio a 488 nm,
objetiva 40x com 6leo de imersao e resolugéo de 2 micrémetros por pixel.
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Figura: 2 Microscoépio invertido Olympus 1X-81
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Neste sistema as imagens sao adquiridas com o software Flouview 5.0
v. (figura: 3). Para que os programas de andlise computacional possam
analisar as imagens é necessario que as mesmas sejam adquiridas com as
fibras elasticas na posicao vertical. Para isso, posicionou-se a objetiva na
camada intima e foi feita a rotacdo da area de varredura, scan size, (figura: 4)
até que as fibras ficassem na vertical, anotou-se o angulo fez-se o calculo do
seno e cosseno e os valores encontrados foram inseridos na regido do
programa que permite a movimentacdo motorizada da platina step size

(figura:b).
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Figura: 6 Esquema da aorta e local de aquisicao da imagem.

As aquisicdes foram feitas a partir da tanica intima até a adventicia,
salvas no formato TIF e posteriormente convertidas para bitmap de 24 bits
(extensédo BMP).

Cada area de varredura atinge até 220 um, a espessura da aorta varia
de 2a 3 mm, e aimagem completa foi composta por justaposicdo de imagens
de 220x220 pm.

3.2. Reconstrucao da imagem

Para reconstrucdo da imagem foi utilizado o programa Cell Sociology
(programa desenvolvido pelo Dr Randall Luis Adam, pesquisador colaborador
da Unicamp) (figura: 7) e as imagens de fluorescéncia foram justapostas uma a
uma na ordem da aquisi¢cdo, fazendo uma da imagem total da aorta. A esta

reconstru¢cao da imagem damos o nome de “mosaico”. Figura 8.
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Figura:8 Imagem da espessura aorta reconstruida “mosaico”. (fluorescéncia

da eosina, dimensao longitudinal: 1536 pm).
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3.3 Analise da imagem

Os programas de processamento ndo conseguem processar imagens
com as dimensdes do “mosaico”, entdo, usou-se o software “gliding box’. Este
programa percorre imagem da aorta em toda a espessura, pixel a pixel, (0,54
um), permitindo a analise da textura local. Figura: 9.

Figura: 9 “gliding box”: caixa deslizadora que percorre toda a espessura
da aorta, permitindo a analise da estrutura pixel a pixel.
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3.4 Analise Computadorizada da Textura

3.4.1 Pré-processamento das imagens

As imagens foram convertidas em escalas de cinza, extraindo-se a
luminancia (nivel de cinza) de cada pixel, 0: auséncia de luz e 255: brilho
intenso. Esta é as escala perceptivelmente uniforme em relacdo a visao

humana em cores (Van der Wouver, 2000).

3.4.2 Processamento das imagens

As caracteristicas texturais foram calculadas de acordo com Haralick et
al. (1973). Das imagens transformadas, sado extraidos niveis de cinza
(luminancia) de cada pixel (menor elemento que compbe a imagem) e

construida uma matriz de co-ocorréncia.

A matriz de co-ocorréncia € uma matriz simétrica em relacdo a sua
diagonal principal, onde cada elemento na posi¢ao i,j indica o numero de vezes
que um pixel com nivel de cinza i tem um vizinho com nivel de cinza j (figura:

10 e 11), semelhante a um histograma bidimensional.

(i;)) = PG
R

Onde R € o numero total de pares de pixels utilizados para se construir a

matriz de co-ocorréncia.

Imagens suaves, com mudangas pouco abruptas de luminancia, geram
matrizes de co-ocorréncia em que os dados se concentram em torno da

diagonal principal. (Adam, 2002)
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Matriz de co-occoréncia

i
0
i
0
0 1
0 8
1 0

Entropia: -2Y pli.j) log plij)

Homgeneidade Local: LY plij) / [1+(i-i}4

Figura: 10 Método de construcao da matriz de co-ocorréncia a partir
de uma imagem com sete niveis de cinza
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Figura: 11 Método de construcao da matriz de co-ocorréncia (a direita), a

partir de uma imagem com 7 niveis de cinza (a esquerda).
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Entropia: Entropia da Matriz de co-ocorréncia Haralick mede o nimero
de transi¢cdes entre os diferentes graus de cinza na imagem. (Kayser et al,
2007). A entropia mede o grau de desorganizacao de fibras, regides da aorta
onde ha maior homogeneidade ha menores valores de entropia e regides muito

heterogéneas ha maiores valores.

Homogeneidade local: Homogeneidade local da Matriz de co-ocorréncia
Haralick mede a homogeneidade da imagem.

Segundo Momento Angular: Segundo Momento Angular da Matriz de co-
ocorréncia Haralick que representa a suavidade da imagem (Theodridis e
Koutroumbas, 2006);

3.5 Contagem de Fibras elasticas

A contagem de fibras foi realizada pelo programa Layer (programa a ser
registrado no INPI desenvolvido pelo Dr Randall Luis Adam, pesquisador
colaborador da Unicamp) (figura: 12) utilizando o método Layers Max. Para a
analise das fibras elasticas, as imagens foram convertidas em escalas de
cinza, extraindo-se a luminancia de cada pixel (variando do 1, ou seja,
auséncia de luz até 254, brilho intenso), a contagem ocorre entre estes limiares
em uma coluna de pixel. Para cada nivel de cinza, um limiar define quantas

fibras existem em cada coluna.

A contagem é realizada com as fibras elasticas na posicao horizontal e é
avaliada, individualmente, cada coluna de pixels de baixo para cima Figura
(13).
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3.6 Distancias entre Fibras Elasticas

7

A analise da distancia entre as fibras é intrinsecamente ligado ao método
Layers Max, a avaliacdo das distancias entre elas, sdo medidas entre transicdes

consecutivas nos limiares em que se obteve a maxima contagem de fibras. Figura 13.
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Figura: 12 Layer: Programa para contagem de Fibras
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Figura 13: Perfil da Luminancia: Contagem das fibras elasticas é
realizado em uma coluna de pixel onde se tém o limiar maximo.
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3.7 Analises estatisticas:

. A correlagdo de Pearson foi calculada comparando variaveis da
textura e idade.
. As variaveis textura foram comparadas entre os grupos com o

auxilio do teste t Student. (Programa Winstat 3.1)
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4.0 Resultados

No presente trabalho utilizamos materiais de aortas obtidas de 54 casos
de autépsias, sendo que: vinte e quatro eram de pacientes normotensos, dez
do sexo feminino e catorze masculino, com idade entre 18 e 60 anos, média
39,69 anos, desvio padrdo 14,38 anos; e 30 hipertensos: dezessete do sexo
masculino, treze feminino, com idade entre 19 e 78 anos, média: 44,7 anos,

desvio padrao 15, 5 anos.

A andlise estatistica revelou que o nimero de camadas fluorescente
aumenta com a idade em pacientes hipertensos, porém este fator nao foi
encontrado em pacientes normotensos. Figura: 14
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Figura 14. Numero de camadas fluorescentes aumenta com a idade em
hipertensos (r=0,43; p=0,032), porém nao em normotensos (p>0,05).
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As distancias entre as fibras fluorescentes foram significativamente
maiores em pacientes hipertensos (teste t, p =0,021) do que em pacientes

normotensos. Figura: 15.
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Figura: 15. Distancia entre as fibras fluorescentes. Figura 1: representa distancias
entre fibras de pacientes normotensos. Figura 2: representa distancias entre fibras
em pacientes normotensos.
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Figura 16. Aorta de paciente normotenso: as distancias entre fibras
elasticas sao menores

Figura 17: Aorta de paciente hipertenso: maior distancia entre as fibras
elasticas em relacao a aorta de normotensos.
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Desvio padrdo (variacdo topografica) das fibras fluorescentes em
pacientes normotensos aumenta com a idade (R =0,43; p=0,05). Figura 18.
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Figura 18. Desvio padrao (variacao topografica) das fibras fluorescentes
em pacientes normotensos aumenta com a idade.
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Desvio padrdao (variagdo) da homogeneidade local em pacientes
normotensos aumenta com a idade (R =0,43; p=0,049). Com o envelhecimento

aumentam as variagdes da homogeneidade. Figura 19.
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Figura 19: Aumento do desvio padrao (variacao) da homogeneidade local
em pacientes normotensos aumenta com o envelhecimento.
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Analisando- se os valores para a variavel entropia, (grau de
desorganizacao das fibras elasticas) foram observadas alteracées desta
variavel em diferentes regibes topograficas na espessura da aorta dos

pacientes normotensos. Figura 20.

——FEntropy \I

9 'V‘
8_‘ #hv‘\[wﬂ"n w&\% i

Figura 20: Avaliacao da entropia em toda a espessura da aorta de pacientes
normotensos. Metodologia: Haralick. Regidoes onde ocorre maior grau de
desorganizacao das fibras ha maior valor para entropia.
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Registramos em cada aorta, dos pacientes normotensos, os 100 gliding
box, cuja entropia mostra os maiores desvio da entropia média (de cada
aorta). Plotamos estas areas (cada uma representada por um ponto) de todos

as aortas normotensos num grafico.Encontramos um acumulo de alteracdes

entre 25 e 30% da espessura ( a partir da intima). Figura 21.

) 40 50 60 80

Espessura da Aorta ( em%) )
Adventicia

INTIMA

Figura: 21. Areas de Maior Disturbio Arquitetural (a partir do Maior Desvio

da ENTROPIA) em Pacientes Normotensos. O eixo X representa a espessura da
aorta.
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O Desvio padrao dos numeros das camadas (fibras) fluorescentes em

pacientes hipertensos aumenta com a idade (R=0,53; p=0,003). Figura 22.
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Figura 22: Desvio padrao dos numeros das camadas (fibras)
fluorescentes em pacientes hipertensos aumenta com a idade
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A média da contagem de fibras, realizada por analise computacional, foi
em media 120 fibras por pacientes adultos. Ndo houve diferenga significativa

entre numero de fibras fluorescentes de pacientes normotensos e hipertensos.
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Figura: 23. Contagem de fibras por analise computacional conta,
simultaneamente, fibras e lamelas elasticas. As lamelas fazem a conexao entre
uma fibra e outra.
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5.0 Discussao

A possibilidade de realizar um trabalho interdisciplinar (Instituto de
Fisica, Computacdo e Ciéncias Médicas) permitiu a criacdo de uma

metodologia para andlise de fibras elasticas da aorta.

A quantificacdo das alteragdes morfolégicas pode ser feita por analise
humana e computadorizada da textura (Cia et al.,1999; Irazusta et al., 1998;
Metze et al., 1999; Metze et al., 1999; Lorand-metze et al., 1998; Oliveira et al.,
2001; Mello et al., 2008; Adam et al., 2008; Herreros et al., 2007; Auada et al.,
2006; Rocha et al., 2008; Rocha et al., 2006; Adam et al., 2006; Kayser et al.,
2007, Prado 2008). No entanto, a andlise computacional tem a vantagem em
relacdo a humana, porque permite a visualizacao de estruturas que passam
despercebidas ou nao sao notaveis ao olho humano (Metze, 1999), além disso,
independe da subjetividade humana. Os parametros de analise de imagem
podem ser usados com vantagem de estimar pequenas mudangas que néo sao
Obvias ao olho humano, invisiveis, ou dificeis de incluir numa descricao
qualitativa (Adam, 2002). O interesse em usar processamento digital de
imagens tem o objetivo de aprimorar a imagem para a interpretacdo humana.
(Metze,1999)

Novas tecnologias em aquisigdes de imagens disponiveis no mercado
permitiram o uso de analise quantitativa de tecidos. (Kayser, 2006- Goertler,
2006). A utilizacao da microscopia a laser foi um grande avango para pesquisa
biomédica, a resolugcdo necessdria para observar processos mecanicos e

bioquimicos em nivel celular requer ferramentas foténicas (Thomaz, 2007)

Dentro deste novo contexto, a entropia foi aplicada com sucesso na
analise de imagens de diferentes tecidos tanto para o diagnéstico diferencial

como para o progndstico (Kayser, 2007)

Diversos trabalhos foram realizados aplicando a entropia na andlise

morfolégica de casos com dificeis diagndsticos. (Adam e col 2004), utilizaram a
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entropia da matriz de co-ocorréncia de Haralick para diferenciar quelbides e
cicatrizes hipertréficas. Komitowski e col 1993 observaram que o tamanho dos
aglomerados de cromatina condensada em células neoplasicas do Utero é um
fator prognostico desfavoravel, e o pesquisador defende que a entropia, como
medida para a desorganizacao do genoma celular durante a neoplasia, parece

ser um bom parametro para analise do progndéstico.

O presente método, (aquisicdo de imagens por microscopia a laser,
reconstrucdo das imagens através do Cell Sociology, anédlise da imagem total
(mosaico) utilizando gliding box para calculo de entropia e homogeneidade
local extraidas de Matriz de co-ocorréncia de Haralick e contagem de fibras
pelo programa Layer), € uma ferramenta que permite uma andlise objetiva da
textura de fibras elasticas da aorta com a possibilidade de quantificar
processos patolégicos

Na literatura podem-se encontrar estudos utilizando Entropia em
conjunto com homogeneidade Local (que também é extraida a partir da matriz
de co-ocorréncia de haralick). Prado (2008) analisou area dos nucleos dos
tubulos contorcidos proximais renal de ratos intoxicados por chumbo a partir da
entropia e da homogeneidade local de haralick e observou que houve
importantes alteragdes ultra-estruturais do citoplasma, a partir do oitavo dia de
intoxicacdo. Metze e col (2008) estudaram a textura da cromatina de
adenomas foliculares e de nddulos tireoidianos utilizando entropia e
homogeneidade local. Os autores observaram que a textura nuclear de
pequenos adenomas € parecida com as dos nédulos hiperplasicos e a textura
de adenomas maiores € semelhante a de carcinomas invasivos. Mello et al
(2007), utilizando a entropia e homogeneidade local observaram diferencas
significativas no padrdo da textura nuclear de diferentes fenotipos da Leucemia
Linféide Aguda, tanto as originadas de células B como as da células T.

As caracteristicas texturais foram analisadas com base nos niveis de

cinza da imagem.
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No presente trabalho utilizamos entropia em conjunto com
homogeneidade local para analisar a estruturas das fibras elasticas na aorta
ascendente.

Nas aortas dos pacientes normotensos, houve um aumento do desvio
padrao (correspondente a variacao topografica) das fibras fluorescentes com o
aumento da idade, porém o numero médio de fibras permanece constante.
Gallagher (, 1997) descreveu que a estrutura normal dos vasos sofre
alteragcbes progressivas durante toda a vida. Este fato sugere,
simultaneamente, perdas e ganhos locais. Sans e Moragas (1993) observaram
que em pacientes normotensos ocorre uma pequena fragmentacao de fibras

elasticas.

Observamos discretos disturbios da arquitetura da aorta, do grupo dos
normotensos, na transicao do terco interior para o terco médio, pensamos que

podem ser decorrentes de problemas de vascularizacao local.

O suprimento da aorta com oxigénio ocorre de duas formas: por difusdo
de oxigénio a partir do lumen da aorta e por irrigacdo sanguinea via vasos
vasorum a partir da adventicia nos dois tercos externos. Angouras et al. (2000;)
em trabalho realizado com aortas de suinos observaram que a camada média
neste local, € a primeira a sofrer privacdo de irrigacdo em situacdes de
alteragbes do fluxo sanguineo. Portanto os autores sugeriram que estas areas
pudessem ser as mais propensas a sofrerem alteragdes arquiteturais.

Nakashima e col (1990) contaram em pacientes normotensos adultos
uma média 55 a 65 fibras por aorta. Junqueira e Carneiro (1995) mencionam
70 camadas de fibras elasticas por aorta em adultos. A de contagem de fibras
no trabalho de Nakashima e col (1990), foi feita pelo observador humano a
partir de imagens adquiridas em microscopia eletrénica. Junqueira nao

menciona a metodologia utilizada.
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No nosso trabalho a média de fibras calculadas em pacientes
normotensos foi de 120 fibras por aorta, a contagem destas fibras foi realizada

por andlise computacional.

Na aorta existem lamelas entre as fibras elasticas conectando-as.
(Junqueira e Carneiro, 1997). O programa usado por nds conta

simultaneamente ambas as fibras.

Foi observado que nas aortas de pacientes hipertensos ha m aumento
da distancia entre as fibras elasticas. Este dado também foi encontrado num
trabalho realizado por Sans e Moragas (1992) e eles atribuem este fato como o

responsavel pelo aumento da circunferéncia da aorta em hipertensos.

Sugerimos que o aumento das distancias das fibras elasticas em
pacientes hipertensos possa ser relacionado com a hipertrofia da musculatura
lisa e 0 aumento da substancia fundamental em hipertensos.

No grupo dos hipertensos observamos que ha um aumento do desvio
padrdao do numero de fibras elasticas com a idade, o que sugerea agao de
processos adaptativos e degenerativo simultaneamente. Nakashima e col1990
observaram que 10 em 14 pacientes hipertensos apresentaram aumento de
fibras elasticas interlamelares, ou seja, pequenas fibras que fazem conexao
entre uma fibra elastica e outra. Estudos realizados anteriormente com
camundongos hipertensos, mostraram que a hipertensdo induz um aumento
significativo das fibras elasticas. (Wolinsky, 1972; Wolinsky 1973; Olivetti e col
1980)

Porém em nosso estudo ndo houve aumento significativo de fibras
elasticas em hipertensos. Ocorreu apenas um aumento do desvio padrdo, que

sugere perdas e ganhos das fibras em areas vizinhas.

Como possiveis causas desta discrepancia, sugerimos:
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1. Diferentes niveis de intensidade de hipertensdo entre nossos
pacientes e 0s pacientes do estudo de Nakashima et al.
Diferentes faixas de idade.

Em casos graves de hipertensao € possivel que haja ganhos de
fibras elasticas compensando a perda.

5.1 Limitagdes do estudo

Uma das dificuldades de se estudar materiais de autdpsias é conseguir
parear idades entre pacientes normotensos e hipertensos. Este limitou nosso
numero de individuos em de cada grupo. Aléem disso, existem dificuldades de
encontrar pacientes normotensos a partir da sexta década de vida; em nosso
grupo de normotenso o paciente mais idoso tem 60 anos, enquanto no grupo
dos hipertensos 0 mais idoso tem 78 anos.

Nao foi possivel medir os didmetros das aortas. Como foi relatado
anteriormente, o material utilizado neste trabalho eram blocos pertence ao
arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica, e muitos destes blocos
tinham apenas uma parte do anel da aorta, ndo sendo possivel assim fazer a

medicao.

Cinco pacientes foram excluidos deste trabalho por que os dados dos
relatérios de autépsia ou prontuarios médico estavam incompletos, ndo sendo
possivel classifica-los como normotensos ou hipertensos. As informagbes
incompletas ou ndo registradas nestes documentos sado grandes empecilhos

para pesquisas quando se é necessario buscar dados clinicos dos pacientes.

O prosseguimento de estudos, utilizando o presente método, com
nuamero maior de paciente tanto nos grupos dos pacientes normotensos como

normotensos € de fundamental importancia. Porém, parear faixas etarias em

53




grupos grandes, principalmente na idade avancada, é um desafio quando se

trabalha com material de autépsia.
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6.0 Conclusao

O presente método é uma ferramenta que permite uma analise objetiva
da textura de fibras elasticas da aorta com a possibilidade de quantificar

processos patologicos.
Nos pacientes normotensos:

« Numero de camadas de fibras elasticas em adultos é independente da
idade;

- Existem discretos disturbios da arquitetura na transicdo do terco interior
para o terco médio.

Nos pacientes hipertensos:

« Ha aumento da distancia entre as fibras elastica com o envelhecimento;

* Aumento do desvio padrao do numero de fibras com o envelhecimento
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