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RESUMO

O adenocarcinoma de pancreas continua sendo uma doenga com alta mortalidade apesar dos avangos
na ciéncia e na tecnologia. O diagndstico ¢ tardio, na maior parte dos casos, impossibilitando uma abordagem
com fins curativos. Os estudos em busca de um método para o diagnostico precoce ou mesmo um tratamento
eficaz, até o momento, ndo revelaram mudangas significativas. Atualmente, pesquisas em biologia molecular
apontando alteragdes em determinados genes nos tumores de pancreas parecem ser promissoras. Neste
sentido, porém seguindo uma outra linha de pesquisa, o estudo atual que objetiva a determinacdo das
caracteristicas nucleares das células neoplasicas através da cariometria por analise digital, constitui um passo
inicial para futuras especulagdes. Recentemente, estudos em outros tecidos como o prostatico, 0 mamario € o
endométrio vém demonstrando existir eficacia na diferenciacdo entre seus tecidos normais e neoplasicos e
também uma forte relacdo entre as alteragdes encontradas na cromatina de seus nucleos celulares e a
agressividade de seus respectivos tumores. Utilizando-se tecido pancreéatico estocado em parafina por até
onze anos no laboratorio de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), foram determinadas
as caracteristicas nucleares em mil e trezentos ntcleos de células ductais de adenocarcinoma de pancreas e de
tecido pancreatico normal. Noventa e trés caracteristicas da cromatina foram estudadas por analise digital.
Onze caracteristicas apresentaram valores diferentes entre os dois grupos e estas diferengas foram
estatisticamente significativas. A média para o valor da AREA nuclear nos tumores foi de 977.78 e de
336.60, no tecido normal; a da RLM278 foi de 353.23 ¢ 97.07; a da RLM266 de 99.32 ¢ 28.06; a do PERIM
de 125.58 € 65.05; a do ROUND de 1.37 ¢ 1.04; a da IOD de 123.49 ¢ 107.97; a da FRACDIM de 1.22 ¢
1.05; a da DENSMIN de 0.01 ¢ 0.14; a da DENSMAX de 0.53 ¢ 0.62; a da DENSSD 0.25 ¢ 0.10 ¢ a da
DENS20P de 0.49 e 0.33, respectivamente para os nucleos dos tumores e para os do tecido normal. Sete
destas caracteristicas serviram como marcadores ideais de neoplasia. Estes achados permitiram a criagdo de

uma assinatura digital especifica para cada um dos dois tipos de tecido estudado.



ABSTRACT

Pancreatic adenocarcinoma still results in high mortality rates despite recent advances in science and
technology. The diagnosis is late in most cases, hindering the possibilities of cure. So far, studies searching
for early diagnostic methods or effective treatment of pancreatic cancer have not resulted in significant
changes. Molecular biology has recently expanded our knowledge about the association between gene
abnormalities and pancreatic cancer. Following a different research line, this study aims to determine nuclear
features of neoplastic cells through digital karyometry assessment, proposing a first step for future
speculations. Studies of other tissues like prostate, breast, and endometrium have recently shown efficacy in
differentiating between their normal and neoplastic tissues and also a strong relation between changes found
in chromatin of cell nuclei and tumor aggressiveness.

In the present study, nuclear features were determined in one thousand and three hundred cells removed from
cancerous and normal pancreatic tissue stored at the HCPA Pathology Unit through an eleven year period.
Ninety-three chromatin features were studied by digital karyometry. Eleven features showed significantly
different values between both groups. The average values for nuclear AREA in cancerous and normal tissue
was, respectively, 977.78 and 336.60; for RLM278 was 353.23 and 97.07; for RLM266 99.32 and 28.06;
PERIMETER of 125.58 and 65.05; ROUNDNESS of 1.37 and 1.04; 10D of 123.49 and 107.97; FRACDIM
of 1.22 and 1.05; DENSMIN of 0.01 and 0.14; DENSMAX of 0.53 and 0.62; DENSSD of 0.25 and 0.10; and
DENS20P of 0.49 and 0.33, for cancerous nuclei and normal nuclei, respectively. Seven of those features
served as ideal neoplasm markers. Such findings yielded the creation of a specific digital signature for each

of the two types of studied tissues.
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INTRODUCAO

Aspectos gerais do adenocarcinoma de pancreas

Das neoplasias de pancreas, o adenocarcinoma ductal ¢ a mais freqiiente,
representando  90% dos tumores. Nos Estados Unidos, a incidéncia anual do
adenocarcinoma de pancreas ¢ de aproximadamente nove casos para 100.000 habitantes.
Ocupa o décimo primeiro lugar entre as neoplasias malignas mais freqiientes, sendo a
quinta causa de morte por cancer e a segunda causa de morte por neoplasia do aparelho
digestivo, com sobrevida média entre 3% e 4% em cinco anos 123458 Em 1998, no estado
do Rio Grande do Sul, foram registrados 532 6bitos por neoplasia de pancreas divididos de
forma semelhante entre ambos os sexos’. Esta doenca acomete até duas vezes mais os
homens do que as mulheres, sendo que sua incidéncia aumenta em pacientes mais 1dosos.
Os fatores de risco para a doenca sao fumo, dieta rica em gorduras ndo saturadas,
exposicao a alguns derivados do petroleo e doencas como diabete e pancreatite cronica,
entretanto os mecanismos fisiopatologicos ainda ndo foram totalmente esclarecidos.
Existem evidéncias recentes mostrando uma associacao significativa entre o alcoolismo e o

surgimento do cancer de pancreas ',

O diagnostico da doenga ocorre tardiamente, na maior parte dos casos. De todos os
pacientes diagnosticados, aproximadamente 10% apenas apresentam tumor confinado ao
pancreas’. A falta de especificidade dos sintomas contribui para o retardo do diagnéstico:
0s sintomas vagos como anorexia, saciedade e astenia antecedem a ictericia e ou a dor

abdominal em pelo menos quatro meses. A ictericia e a dor abdominal sdo justamente os



motivos que levam o paciente & procura de atendimento médico *”'°. A avaliagdo
diagnostica consiste na anamnese, no exame clinico, na analise laboratorial € nos exames
de imagem *'°. As analises citologica ou histologica fornecem o diagndstico de certeza
S0ILIZES CAt¢ o momento ndo ha marcador tumoral para o diagndstico do adenocarcinoma
de pancreas. Entre os mais estudados, o antigeno Carboidrato Cancer Associado (CA 19.9)
tem sido apontado como o Unico com sensibilidade e especificidade aceitaveis para o
seguimento dos pacientes, porém sua utilidade como método de rastreamento populacional
ainda ¢ controversa ''*!*. A avaliacdo genética dos pacientes com este adenocarcinoma
tem demonstrado a existéncia de mutacdes especificas que geram ativagdo no gene k-ras
(protooncogene), perda da fung¢ao do p-53 (gene supressor tumoral) e expressao aumentada
dos fatores de crescimento tumoral. Outros genes estdo sendo estudados e provavelmente

em um futuro proximo a caracterizagio génica dos tumores sera alcancada'®'”'®,

O tratamento depende basicamente do estadgio da doenga, sendo a cirurgia o inico
meio de cura potencial existente '*'*?°. O uso de quimioterapia e de radioterapia em
conjunto ou isoladamente nao teve impacto na mortalidade total dos pacientes tratados, em
nenhum de seus estadios >*', embora, em alguns centros de referéncia, existam protocolos

que empregam esquemas de drogas associadas ou nao a radioterapia em nivel experimental

2223

Apoés avaliacdo inicial, pode-se definir o tipo de tratamento: paliativo ou com
inten¢do curativa. A escolha entre esses depende basicamente de um conjunto de variaveis,
como o tamanho do tumor, o comprometimento de linfonodos, a invasdo em oOrgaos

vizinhos e a presencga de metéstases, além das condigdes clinico-anestésicas do paciente. A



partir desses dados, sdo determinadas a possibilidade de ressec¢ao do tumor e as condig¢des
de operabilidade do paciente ****. Aos pacientes com tumores considerados irressecveis
e com obstrugdo biliar ou gastroduodenal ¢ oferecido tratamento paliativo cirargico para
descompressao de um ou de ambos os sistemas, conforme a necessidade. Caso estes
pacientes nao tenham condigdes clinico-anestésicas ou sua sobrevida estimada seja menor
do que quatro meses, a desobstrugdo endoscopica ou percutanea da via biliar através da

26,27,28
N O I

colocacao de proteses € a melhor opgao pacientes sem co-morbidades e com

tumores passiveis de ressec¢io sdo levados a gastroduodenopancreatectomia *'*%.

Em relagdo aos fatores prognoésticos, varios estudos t€ém comprovado a associagdo
entre tamanho do tumor pancredtico primario, extensdo livre das margens cirargicas,

3031 Todos estes

metéstases para linfonodos e ploidia nuclear com a taxa de sobrevida
fatores se originam da combinagdo da andlise macro e microscopica do material ressecado
e por este motivo os resultados se referem quase que exclusivamente ao grupo de pacientes
que chega a ressec¢ao cirurgica, ou seja, de uma forma global, um grupo com prognostico

semelhante e que ndo ultrapassa 12 % dos pacientes com a neoplasia **°>'. Assim, a maior

parte dos pacientes fica sem avaliagdo prognostica adequada.

Acompanhando as tendéncias atuais em investigacdo citogenética, ¢ partindo-se da
premissa que o diagndstico de certeza dos tumores malignos do pancreas deriva do estudo
cito ou histologico, sendo o nucleo celular o componente isolado de maior valor para tal
diagnostico™, decidiu-se estudar a cariometria na avaliagdo dos nucleos de células ductais

glandulares do tecido pancreatico normal e neopldsico. Estudos recentes em

33,3435 36,37 38,39,40,41

adenocarcinoma de prostata , carcinoma ductal de mama ', endométrio e em



carcinoma de colo uterino™, entre outros orgos 442464748

, mostram que a cariometria,
associada a analise digital das imagens, determina padrdes de apresentacio do DNA
nuclear especificos que atuam como indicadores do grau de agressividade da célula
tumoral com boa acurdcia. Seus autores acreditam ainda que tais padrdes poderiam ser
relacionados ao progndstico dos pacientes, uma vez que apresentam alta sensibilidade e
especificidade como indicadores de alteracdo do funcionamento celular’®. Em um destes
estudos, avaliando-se os achados cariométricos em amostras de espécimes da papila de
Vater foi demonstrado que a alteragdo na forma de distribuicdo da cromatina nuclear,
dependente do tipo de lesdo (displasia, neoplasia bem diferenciada, moderadamente ou
pouco diferenciada), pode ser o achado mais precoce no processo de malignizagao dos
tumores. A alteracdo no contetdo do DNA parece ser, portanto, um fendomeno mais
tardio™®. Até o momento, pouco se sabe a respeito deste conceito em relagio aos tumores
de pancreas. Os unicos relatos existentes estabelecem que a ploidia celular, ou seja, de uma
forma simplista, a quantidade de DNA nuclear, tem demonstrado valor preditivo superior
como fator prognodstico isolado quando comparada com outros parametros. Os pacientes
com tumores pancreaticos aneupldides estdao sujeitos a uma sobrevida média menor que os
com tumores diploides ***'*°. A ploidia celular, no entanto, ¢ apenas uma das multiplas
variaveis que podem ser verificadas pela associacdo da morfometria com a fotometria,
estando principalmente relacionada a esta ultima, ja que indiretamente sua obtencdo ¢
analoga a da densidade optica *>. A determinagdo das caracteristicas morfo e fotométricas
do nucleo, em conjunto, originam as medidas cariométricas e, portanto, fornecem a base

para quantificacdo em biologia.



Justificativa para o estudo

O autor e os orientadores deste estudo tiveram um especial interesse em
desenvolver este projeto porque, at¢ o momento do seu inicio, ndo havia relatos na
literatura quanto ao padrdo de apresentagdo da cromatina nos nucleos de células do tecido
pancreatico normal ou neoplésico, como existem para outros tecidos, ja referidos
anteriormente. Além disso, um dos orientadores (VDS) esteve envolvido, como
pesquisador, no desenvolvimento da técnica de assinatura digital para o tecido

prostatico”>>*12

e atualmente ¢ profissional de referéncia no Brasil para emprego desta
analise. O outro orientador (LR) e a autora sdo integrantes do grupo de pesquisa em
pancreas e vias biliares da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), onde, em conjunto com outros
participantes, tanto no nivel da graduagdo, quanto no da pos-graduacao (lato sensu e stricto
sensu), desenvolvem projetos nesta area. Ambos também atuam na equipe de Cirurgia do
Pancreas e de Vias Biliares do HCPA.

Esta dissertagdo fundamenta-se assim em um estudo original, com investigacao

inédita das caracteristicas morfo e fotométricas nucleares das células pancreaticas ductais

normais e neoplasicas pelo método da analise digital.



Conceitos de cariometria, morfometria, fotometria e analise digital

A interpretagdo de material biologico preparado para estudos histoloégicos ou
citologicos sempre foi baseada na experiéncia pessoal do patologista, o que demonstra a

2. A constante busca por um método capaz de acrescentar

sua natureza subjetiva
objetividade a estas andlises, determinam o desenvolvimento de novas técnicas e
classificagoes, que difundidas mundialmente, auxiliam no perfeito reconhecimento do
processo patologico em questio >>. Com este objetivo, o estudo cariométrico vem sendo
apontado como um meio acurado na quantificacao e conseqiiente classificacao diagnostica

435 Utilizando-se inteligéncia artificial sdo adicionadas informagdes

em patologia
complementares cuja mensuracdo somente ¢ alcancada com a interpretacao digital, pois
geralmente estas detecgOes excedem a capacidade visual obtida através da microscopia
optica®®. Muitas destas podem ser alteracdes minimas a nivel celular ou tecidual e mesmo
assim podem expressar achados muito valiosos, até entdo desconhecidos pelos métodos de
avaliacdo subjetiva, como por exemplo, os eventos que ocorrem na progressao dos

processos patologicos ***.

CARIOMETRIA
Toda avaliagdo morfométrica e fotométrica (também conhecida como densimétrica)

, 2
que se procede sobre um nucleo celular *%.



MORFOMETRIA NUCLEAR
M¢étodo capaz de mensurar caracteristicas descritivas e quantitativas do nucleo.
Estuda sua forma geométrica, superficiec e area através da microscopia Optica

convencional **°°.

FOTOMETRIA NUCLEAR
Estuda a densidade oOptica dos elementos nucleares com a microscopia Optica

convencional ***°.

DIGITALIZACAO E ANALISE DAS IMAGENS NUCLEARES
Consiste na transformacao da imagem obtida na microscopia optica em informagao
numérica que sera analisada por um sistema de computador. Passa por algumas
etapas que completam o processo: captura e transcricdo da imagem para o formato
digital, processamento da imagem, segmentagao, extracdo das caracteristicas morfo e
fotométricas, andlise destas caracteristicas e classificagdo. A interpretagao das
imagens digitalizadas dos nucleos da origem a diferentes valores para os distintos
padrdes de apresentacdo ou textura da cromatina. Tais padrdoes provém da
combinacdo de muitos caracteres, inclusive e principalmente dos subvisuais. Estes
caracteres referem-se a informagdes complementares aos achados da microscopia
optica convencional que ndo seriam detectados sem a aplica¢do da analise de imagem
digital. Portanto, tal interpretacdo permite a criagdo de uma assinatura digital
especifica para cada nucleo. Esta técnica pode ainda fornecer dados que resultem na
distingdo entre lesdes pré-malignas, malignas, e tecido normal, apenas com a

o~ ’ 2,36,41,52
avaliacdo isolada do niicleo *#*%#!°%¢,



ASSINATURA DIGITAL
Assinatura digital ¢ a denominagdo dada para um histograma contendo um
determinado conjunto de caracteristicas que representam a organizacdo da cromatina
nuclear, como ja foi mencionado, obtida através da analise digital das imagens da
microscopia Optica convencional *%. A ordem de disposicdo das caracteristicas no
histograma deve seguir um padrao para facilitar seu reconhecimento. No entanto, a
troca de posi¢ao destas caracteristicas nao altera o significado da assinatura digital,
desde que a mesma ordem seja seguida em todos os nucleos ou tecidos a serem
comparados. Sempre que houver mudanca na disposi¢ao das caracteristicas ¢
mandatorio o esclarecimento desta alteragdo para uma adequada aplicacdo dos

resultados.

O Sistema TICAS

O sistema TICAS - Taxonomic Intra-Cellular Analytic System for Cell
Identification - foi desenvolvido na Universidade de Chicago nos Estados Unidos em 1968
por Weid GL, Bartels PH e seu colaboradores. O objetivo era caracterizar o material
examinado em relagdo a distribuicdo espacial de sua cromatina, utilizando-se um
computador. Para tanto, foram comparados dois tipos distintos de tecidos humanos. Os
resultados do projeto revelaram um grande sucesso com a correta caracterizacdo das
células’’. Desde entdo, ja foram catalogadas no sistema mais de 500 caracteristicas
cariométricas, determinadas a partir da avaliacdo de sua freqiiéncia de ocorréncia em mais

de 200 mil células epiteliais de diferentes tecidos. Cada uma das caracteristicas recebeu um



algarismo arabico como denominacdo, com uma nomenclatura propria ou expressao para
seu esclarecimento. Muitas delas ndo possuem uma nomenclatura familiar, e sdo
explicadas por formulas matemadticas, sem tradugdo para a nossa linguagem. Por exemplo,
a caracteristica numero 3, chamada de circularidade do nucleo (roundness, como ¢ definida
no trabalho original), ou seja, o quanto a forma do nucleo se aproxima a de um circulo
perfeito, ¢ o resultado de uma equag¢ao matematica que divide o valor do perimetro ao
quadrado pelo valor resultante da multiplicacdo do niimero 4 pelo valor de 1T, pelo valor da
area do nucleo (anexo). Esta caracteristica ¢ perfeitamente compreendida por todos que
possuem um conhecimento minimo em geometria. Ja o valor da caracteristica nimero 8§,
citando-se outro exemplo, corresponde a uma por¢ao do histograma de densidade optica
até densidade 1,8 em valores percentuais. Nota-se que sua traducdo para a nossa linguagem
¢ quase que impossivel, sendo necessario, para sua compreensdo, um conhecimento

apurado em matematica analitica. Sua descri¢do também ¢ encontrada no anexo.

Atualmente o sistema 7/CAS vem sendo empregado em pesquisas nos mais
diversos tipos de tecido com intencdo diagnodstica e prognostica >>= 041434447 Aggim
como ele, existem outros programas de computador (softwares), alguns comerciais, que
podem ser aplicados na avaliacdo cariométrica. Entre os mais conhecidos e utilizados,
encontram-se Kontron (Kontron, Gmb) e o SigmaScan Proplus *. Neste trabalho a escolha

do sistema 7ICAS entre os demais deveu-se a grande experiéncia vivenciada por um de

seus orientadores (VDS) com tal programa.



OBJETIVO



OBJETIVO

Caracterizar os nucleos de células pancredticas normais e neopldsicas através da
morfometria e da fotometria analisadas por sistema digital, determinando o padrdao de

apresenta¢do da sua cromatina.



MATERIAL E METODOS



MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado coletando-se dados dos prontuarios de todos os pacientes
submetidos a gastroduodenopancreatectomia cefélica entre janeiro de 1988 e janeiro de
1999 no HCPA. Neste periodo foram realizadas setenta gastroduodenopancreatectomias
cefalicas. Os laudos do laboratorio de patologia do HCPA foram analisados
individualmente a procura do diagnostico histologico que confirmasse adenocarcinoma de
pancreas e tecido pancreatico normal. Vinte e um diagnosticos histologicos de
adenocarcinoma de pancreas foram encontrados, correspondendo conseqiientemente a
vinte e um pacientes operados. Os demais diagndsticos histologicos, bem como sua
freqiiéncia nas gastroduodenopancreatectomias realizadas naquele periodo, estdo listados

na tabela 1.

Os blocos de parafina das pegas cirurgicas correspondentes, estocados no laboratorio,
forneceram material para confeccdo de novas laminas que foram analisadas através da

microscopia convencional e posteriormente submetidas a analise digital.



Tabela 1. Gastroduodenopancreatectomias cefalicas no HCPA (1988-1999)

Patologia

Numero de casos

Adenocarcinoma de papila de Vater
Adenocarcinoma de pancreas
Pancreatite cronica

Cistoadenoma pancreatico
Colangiocarcinoma distal
Adenocarcinoma de duodeno
Tumor neuroenddcrino em pancreas
Linfoma de pancreas
Cistoadenocarcinoma de pancreas
Adenocarcinoma de vesicula biliar

Total

27

21

11

70

Populacio estudada

Todos os casos de gastroduodenopancreatectomia cefalica por adenocarcinoma da

cabega do pancreas no HCPA, no periodo de janeiro de 1988 a janeiro de 1999, foram

incluidos no estudo. No entanto, em dois dos vinte e um casos, os blocos de parafina com o

material para a andlise ndo foram localizados. Assim, participaram do estudo efetivamente



dezenove espécimes para compor o grupo com adenocarcinoma de pancreas. O grupo com
tecido pancreatico considerado normal foi constituido por sete casos. Este material,
também proveniente de blocos de parafinas estocados no mesmo laboratorio, foi obtido de
espécimes cirurgicos de gastroduodenopancreatectomia onde o diagnostico histologico era
de neoplasia de papila de Vater restrita a esta estrutura, sem comprometimento do tecido
pancreatico adjacente. Os demais casos de neoplasia de papila de Vater ndo puderam ser
incluidos no estudo porque apresentavam comprometimento de outras estruturas,
resultando em um estadio diferente. Um total de 26 pecas deu origem a um grupo de mil e
trezentos nucleos de células epiteliais ductais, nos quais procedeu-se a avaliacdo

cariométrica.

Preparaciao do material

Foram confeccionadas laminas conforme técnica convencional apds cortes
homogéneos de cinco micrometros de espessura dos blocos de parafina que continham o
material pancreatico. Este foi previamente separado em dois grupos (neoplasia e normal)
conforme o diagndstico obtido dos laudos de anatomopatologia consultados. A coloracao
utilizada foi a de hematoxilina e eosina de Mayer (HE). O material foi cortado e corado em
conjunto, para minimizar ou eliminar variagdes no seu preparo. As ladminas examinadas
foram identificadas apenas com seu nimero de série do laboratério, de forma que nio era
conhecida nenhuma outra caracteristica do material (estadiamento ou diferenciacao

tumoral) antes e durante a realizagdo desta analise. Dois patologistas avaliaram as novas



laminas e classificaram os tumores. Houve concordancia entre as classificagdes prévias
(contidas nos laudos) e as dos patologistas. Caso houvesse diferenga entre as classificagoes,
um terceiro patologista seria consultado e a classificagdo utilizada seria entdo a da maioria,

incluindo a fornecida pelo laudo do laboratorio.

Caracteristicas de textura do DNA

Noventa e trés caracteristicas cariométricas da distribuicao espacial e estatistica da
cromatina nuclear foram avaliadas através do sistema 7/CAS. Estas caracteristicas estdo
listadas e detalhadas no anexo, seguindo uma ordem crescente de seus algarismos arabicos.
Pelo fato de ndo terem sido utilizadas todas as 500 caracteristicas existentes no sistema, as

que aqui se apresentam nao seguem uma numeracao continua (Anexo).

Aquisi¢do e processamento das imagens

As células foram selecionadas com auxilio de um patologista experiente e
posteriormente analisadas por programa de analise de imagem (Image ProPlus 4.1 — Media
Cybernetics, Silver Spring, EUA), acoplado a um sistema de digitalizagdo. O sistema de
digitalizagdo ¢ formado por um microscopio 6tico com videocamara, placa digitalizadora

de imagem e microcomputador com sistema operacional Windows 98. As formulas



utilizadas para obtencao dos valores das caracteristicas nucleares estudadas foram retiradas

do Sistema TI/CAS, como mencionado anteriormente.

Mil e trezentos nucleos das células epiteliais foram avaliados de forma individual.
Inicialmente, foi escolhida a area mais representativa de cada tumor, onde a necrose e 0s
artefatos nao afetavam a qualidade da imagem em um mesmo campo microscopico.
Igualmente a melhor area de tecido pancreatico normal foi selecionada. Em média, foram
escolhidos quinze campos por caso, variando entre dez e trinta, dependendo das condi¢des
do material (Figuras 1 e 2). Nos campos escolhidos, € em um unico plano focal com
objetiva planoacromatica de imersdo de cinqiienta aumentos, aproximadamente trés
nucleos eram visualizados e enfim, selecionados. Aleatoriamente, foram separados
cinqiienta nucleos de cada caso. Estas imagens foram gravadas em arquivos de imagem nao
compactados do computador, ou seja, arquivos que preservam a imagem de forma integral.
Cada um dos cinqiienta nucleos foi recortado destas imagens e enviado para um outro
arquivo, também dentro do mesmo programa, contendo somente tais nucleos, sem
citoplasma ou outros tipos de nucleos ao seu redor (Figura 3). Estes dois processos sdao
conhecidos como captura e segmentagdo de imagens, respectivamente. Assim foram
criados vinte e seis arquivos com os nucleos individualizados, nos quais procedeu-se a

avaliacdo digital.



Figura 1. Campo microscopico. Tecido pancreatico normal. HE, 400x no original.

Figura 3. Arquivo de nicleos segmentados. Tecido pancreatico neoplasico. HE 400x
no original.
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A partir do sistema T/CAS, foram geradas planilhas especificas para cada caso, com

as informacdes de seus nucleos celulares. As colunas da planilha representam as

caracteristicas envolvidas na investigagao. As linhas correspondem aos valores encontrados

para cada um dos cingiienta nucleos em relacdo as caracteristicas, sendo suas unidades

arbitrarias, dependente da caracteristica em questao, conforme exemplificado na tabela 2.

Tabela 2. Exemplo da tabela utilizada na investigacdo das caracteristicas nucleares em cada

arquivo de nucleos segmentados. Caso numero 117811ca. Tecido neoplasico.

Valores em unidades arbitrarias. Tabela parcial.

. Fractal Density  Density Density  Density

Nucleo Area RLM#278 RLM#266 Perimeter Roundness IOD Dim. (min) (max) (std.dev.) 20%

01 877|424,78790] 47,22007| 143,85280 1,87770/161,28530] 1,08966 0 0,49097| 0,09590 0,39898
02 891/ 192,28510] 45,37037| 131,84770 1,55259/144,43050 1,06028 0 0,41380 0,10269 0,49825
03 993 44,79960| 38,56898 127,60530 1,30490/112,81260, 1,09519 0 0,46749 0,09297|0,57374
04 863 94,56663| 37,17497| 114,78920 1,21501/109,43780] 1,10943 0 0,38451] 0,06976) 0,43070
05 817|144,48590] 40,50306] 119,23750 1,38482/148,60560 1,05515] 0,03443| 0,44521] 0,07168|0,32916)
06 918/ 327,88130] 48,11220] 129,94050 1,46364)145,80540, 1,07010 0 0,36603 0,06666| 0,39051
07 823281,01820] 48,82989 126,33820 1,54333/126,73510 1,07255 0 0,42402 0,10176| 0,45497|
08 778,560,74550] 48,46915 108,69850 1,20853/121,37460, 1,05632 0 0,43449 0,10435 0,41330
09 1052 379,68820| 45,76616] 146,07010 1,61397/169,64950, 1,13837 0 0,39406 0,07871|0,31496

Caso nimero 117811ca




Delineamento do estudo

Um estudo transversal foi realizado através da determinacdo das caracteristicas
nucleares de espécimes cirtrgicos de adenocarcinoma de pancreas e de tecido pancreatico
normal, resultantes de gastroduodenopancreatectomias cefalicas, armazenados em blocos

de parafina e arquivados no Servico de Patologia do HCPA.

Analise estatistica

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado apenas para avaliar e selecionar, dentre as 93
caracteristicas nucleares do Sistema TICAS, quais apresentavam valores diferentes entre os
grupos. Nesta analise valores iguais a zero determinam que ndo existe diferenga entre os
dois tipos de tecido. Para todas as varidveis do banco de dados, ou seja, as que resultaram
do teste de Kruskal-Wallis, foram calculados médias, desvios padrdes e pontos de corte nos
seus valores. Os grupos foram comparados através do teste t de Student para amostras
independentes. O valor de z foi calculado somente para o grupo com neoplasia, uma vez
que o grupo com tecido considerado normal foi quem forneceu os dados para tal calculo. O
valor z foi utilizado para confec¢dao do histograma no grupo da neoplasia e para o calculo
da distancia média padronizada da populacdo normal (DMPPN), neste grupo. A forma de
obtencdo da DMPPN esta demonstrada na tabela 3. O nivel de significancia adotado foi de
a = 0,05. Os dados foram processados e analisados com auxilio do programa de

computador SPSS versao 8.0.



Tabela 3. Distincia média padronizada da populacio normal (DMPPN) em ambos os
grupos. Onde, Xdp é a soma dos desvios padrodes; Xz é a soma dos valores de z

e 11 é o numero total de caracteristicas cariométricas envolvidas.

DMPPN NORMAL NEOPLASIA
SIGNIFICADO Meédia dos valores dos desvios padrdes Me¢édia dos valores de z

submetidos a conversao submetidos a conversao
EQUACAO >dp das onze caracteristicas ~ 11 2z+11

Aspectos bioéticos

O estudo teve inicio ap6s a aprovacao de seu protocolo pela Comissdo de Pesquisa e
Etica em Saude do Grupo de Pesquisa ¢ Pos—Graduagio do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.

Os pesquisadores comprometeram-se junto a este comité com o sigilo das
informagdes obtidas dos prontuarios, reforcando que as mesmas seriam utilizadas
exclusivamente para publicagdes cientificas, preservando-se o anonimato dos pacientes.
Em momento algum houve contato direto dos pacientes com os pesquisadores, ou mesmo
qualquer outro tipo de envolvimento interpessoal. A pesquisa se restringiu a andlise de
material estocado no laboratorio de patologia e dos prontuarios médicos, sem que houvesse
nenhum tipo de dano a integridade do paciente. Por estes motivos, a aplicagdo de
formulario especifico aos pacientes para seu consentimento na participacdo do estudo foi

dispensada.



RESULTADOS



RESULTADOS

Populacio estudada

O numero total de espécimes cirlirgicos estudados foi 26, sendo 19 casos de

adenocarcinoma de pancreas e 7 de tecido pancreético considerado normal.

De cada um dos casos foram selecionados, aleatoriamente, 50 ntcleos, totalizando mil
e trezentos nucleos estudados, sendo 350 nucleos para o grupo normal e 950 para o grupo

da neoplasia.

Caracteristicas nucleares

Em cada um dos nucleos celulares foi avaliado um conjunto de 93 caracteristicas
cariométricas, escolhidas devido a sua freqiiéncia de ocorréncia nos demais estudos que
. . T 34,36,41,44 PSR
avaliam tecido epitelial glandular . O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para
definir as caracteristicas cujas diferengas eram mais significantes. Desta andlise, onze

caracteristicas foram selecionadas.

A onze caracteristicas nucleares e suas abreviaturas, bem como o seu algarismo

arabico correspondente, encontram-se descritas na tabela 4. As abreviaturas foram



utilizadas nas montagens das planilhas com a finalidade de facilitar sua digitacdo no

momento da confeccao das mesmas. As férmulas que deram origem a estas caracteristicas

estao detalhadas no anexo. Suas unidades nao foram representadas nas tabelas, tampouco

nos graficos.

Tabela 4. Caracteristicas cariométricas e suas demais denominacdes utilizadas neste

trabalho.
Caracteristica cariométrica Abreviatura Algarismo Arabico
Area AREA 2
RLM#278 RLM278 278
RLM#266 RLM266 266
Perimeter PERIM Derivada da 3
Roundness ROUND 3
I0OD 10D 1
Fracdim FRACDIM 400
Density (min.) DENSMI 321
Density (max.) DENSMA 319
Density (std. dev.) DENSSD Derivada da 312
Density 20% DENS20P 318




Médias e desvios padroes das caracteristicas nucleares

Foram determinadas médias e desvios padrdes para as onze varaveis, relacionando-as
com os dois tipos de tecido. A tabela 5 contém estes valores para os dois grupos com seus
niveis de significancia. Todos os resultados foram estatisticamente significativos com P <
0,05. Os graficos 1 e 2 representam apenas os desvios padrdes para as caracteristicas nos
grupos de tecido considerado normal e neoplasico, respectivamente. Os dados repetem
parcialmente os da tabela 5. Os referidos graficos foram elaborados com a intengdo de
exemplificar a disposicdo das caracteristicas nucleares sem as devidas correcdes de escala,
diferentemente da metodologia aplicada na confec¢dao dos histogramas, que sera abordada

no item “Assinaturas digitais”, a seguir.



Tabela 5. Médias e desvios padroes das caracteristicas nucleares nos dois grupos com seus

niveis de significincia. Unidades arbitrarias. a =0,05

Tecido pancreatico Adenocarcinoma de

Caracteristica normal pancreas
cariométrica (n=350) (n=950) P

Média Desvio Média Desvio

padrao padrao

AREA 336,602 5,605 977,778 384,109 < 0,001
RLM278 97,071 0,567 353,230 84,450 < 0,001
RLM266 28,061 0,287 99,316 54,355 < 0,001
PERIM 65,054 0,410 125,584 31,213 < 0,001
ROUND 1,037 0,003 1,374 0,198 < 0,001
I0OD 107,97 2,054 123,493 29,883 0,037
FRACDIM 1,045 0,012 1,217 0,202 0,002
DENSMI 0,136 0,010 0,010 0,023 < 0,001
DENSMA 0,622 0,007 0,533 0,188 0,050
DENSSD 0,098 0,003 0,250 0,256 0,018

DENS20P 0,326 0.015 0,491 1,150 < 0,001
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DESVIO PADRAO

Grafico 1. Desvios padroes para as onze caracteristicas do grupo de tecido

pancreatico normal. Unidades das caracteristicas arbitrarias.
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DESVIO PADRAO

Grafico 2. Desvios padroes para as onze caracteristicas do grupo de tecido

pancreatico neoplasico. Unidades das caracteristicas arbitrarias.
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Pontos de corte

Foram avaliados pontos de corte nos valores das médias das onze caracteristicas
nucleares estudadas, sendo que para sete delas obteve-se discriminacao entre os dois
grupos de tecido. Os pontos de corte foram calculados entre os intervalos de valor minimo,
percentil 25, valor médio, percentil 75 e valor médximo, como sao encontrados na tabela 6.
Para as caracteristicas AREA, RLM278, RLM266, PERIM, ROUND, FRACDIM E

DENSMI foram estipulados marcadores de neoplasia. A tabela 7 contém estes valores.



Tabela 6. Intervalos nos valores das meédias das caracteristicas cariométricas em

ambos os grupos. Valor minimo, percentil 25, valor médio, percentil 75 e

valor maximo. Unidades arbitrarias.

Caracteristicas

cariométricas Valor min.  Percentil 25 Valor médio  Percentil 75  Valor max.
NORMAL (n=350)

AREA 323,820 338,220 338,500 339,020 339.360
RLM278 96,157 96,662 97,086 97,545 97,856
RLM266 27,736 27,892 28,017 28,165 28,640
PERIM 64,270 64,915 65,106 65,337 65,523
ROUND 1,032 1,033 1,038 1,041 1,042
10D 103,509 107,915 108,569 108,854 109,868
FRACDIM 1,036 1,038 1,041 1,043 1,073
DENSMI 0,112 0,138 0,139 0,140 0,141
DENSMA 0,617 0,618 0,620 0,622 0,639
DENSSD 0,094 0,095 0,097 0,099 0,105
DENS20P 0,313 0,319 0,321 0,324 0,361
NEOPLASIA (n=950)

AREA 492,140 684,396 766,173 1466,483 1596,211
RLM278 105,270 333,435 356,806 419,477 430,801
RLM266 31,985 33,794 108,651 139,465 203,271
PERIM 81,519 99,577 112,916 163,106 171,235
ROUND 1,102 1,198 1,311 1,566 1,629
10D 60,936 110,758 126,498 137,085 201,414
FRACDIM 1,075 1,079 1,093 1,438 1,595
DENSMI 0,001 0,001 0,002 0,004 0,088
DENSMA 0,284 0,394 0,441 0,757 0,866
DENSSD 0,057 0,079 0,084 0,604 0,635
DENS20P 0,317 0,398 0,413 0,668 0,781




Tabela 7. Intervalos de valor maximo e valor minimo nas médias das sete caracteristicas
cariométricas que apresentaram discriminacio entre o grupo de neoplasia e o de
tecido pancreatico considerado normal. A dltima coluna corresponde aos valores

estipulados como indicadores de neoplasia. Unidades arbitrarias.

NORMAL NEOPLASIA I“dicgg‘”es
(n=350) (n=950) neoplasia

Caracteristica Valor minimo  Valor maximo Valor minimo Valor maximo
cariométrica
AREA 323,820 339,360 492,140 1596,211 >350,0
RLM278 96,157 97,856 105,270 430,801 >100,0
RLM266 27,736 28,640 31,985 203,271 >30,00
PERIM 64,260 65,523 81,519 171,235 >70,00
ROUND 1,032 1,042 1,10 1,62 > 1,050
FRACDIM 1,036 1,073 1,075 1,595 > 1,074
DENSMI 0,112 0,141 0,001 0,088 <0,100

Assinaturas digitais e distincia média padronizada da popula¢do normal

As assinaturas digitais foram representadas em histogramas utilizando-se os desvios
padrdes e os valores de z das caracteristicas nucleares para o tecido considerado normal e
para o neoplasico, respectivamente (Tabela 8). Uma escala com trinta unidades foi aplicada

para melhor representacdo dos dados.



Tabela 8. Valores utilizados na confec¢cdo dos histogramas para ambos os grupos.

Unidades arbitrarias.

NORMAL NEOPLASIA

(n=350) (n=950)

Caracteristica cariométrica Desvio Padrio Valor de z
AREA 95,6505 67,9783
RLM278 0,5672 148,8926
RLM266 0,2872 189,2502
PERIM 0,4103 76,0694
ROUND 0,0036 55,0056
10D 2,0548 14,5434
FRACDIM 0,0129 15,7170
DENSMI 0,0105 2,2500
DDENSMA 0,0077 24,4016
DENSSD 0,0037 70,0065
DENS20P 0,0157 9,6048

O histograma do grupo com tecido pancredtico considerado normal encontra-se na
figura 4. O eixo de X representa os valores do desvio padrao para as caracteristicas em tais
nucleos, escalonados em trinta unidades. O eixo Y se refere as caracteristicas
cariométricas. A ordem de apresentacao destas caracteristicas segue a mesma encontrada

nos graficos nimeros 1 e 2.

Da mesma forma, na figura 5, esta representado o histograma do grupo de tecido

neoplasico.



Os valores das distancias médias padronizadas da populacdo normal foram obtidos
conforme consta na tabela 3. Os valores da DMPPN para o grupo normal e neoplasico

foram, respectivamente, 82,03 e 6.124,72.
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Figura 4. Histograma representativo da assinatura digital em nucleos normais e
respectivo valor da DMPPN. Da esquerda para a direita temos: AREA,
RLM278, RLMC266, PERIM, ROUND, 10D, FRACDIM, DENSMI,
DENSMA, DENSSD, DENS20P. Escala com trinta unidades. Legenda de

cores.
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Figura 5. Histograma representativo da assinatura digital em nucleos neoplasicos. Da
esquerda para a direita temos: AREA, RLM278, RLM266, PERIM,
ROUND, 10D, FRACDIM, DENSMI, DENSMA, DENSSD, DENS20P,

seguindo a mesma disposi¢io da do histograma para o tecido considerado
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Os achados observados neste estudo estdo em concorddncia com os resultados
encontrados em outros 6rgos >>-43>-36:37.38.39.4041.42.43.4445.4647.4849 * A aqsinatura digital dos
nucleos de tecido pancreatico neoplasico, no caso, do adenocarcinoma, mostrou-se
substancialmente diferente da dos nucleos do tecido considerado normal, representando
que a alteragdo no padrao de apresentacdo da cromatina destes nucleos estd diretamente
relacionada ao evento patologico. Os varios fatores envolvidos nestes resultados serdao

detalhados de uma forma mais minuciosa e critica, a seguir.

Populacio estudada

Trata-se de um estudo inicial com um numero ainda reduzido de espécimes
cirurgicos. Em parte, o periodo restrito a 11 anos, determinado em virtude do tempo
maximo em que ha material arquivado em condi¢des de uso no laboratério de patologia do

HCPA, contribuiu para esta pequena casuistica.

Para aumentar o poder do estudo acredita-se que outras fontes de material poderdo ser

adicionadas em uma futura coleta de dados.

Caso tivesse sido incluido material pancreatico de pacientes que foram submetidos a

cirurgia paliativa, obter-se-ia mais material para a analise, no entanto, a populacido se



tornaria heterogénea, principalmente no que diz respeito ao estadio destes pacientes. A
inclusdo de outros laboratdrios de patologia como fonte alternativa de espécimes, poderia
modificar este quadro. A grande Porto Alegre possui quatro Faculdades de Medicina, € no
minimo cinco hospitais que mantém ensino para alunos de graduacao e especializacao,
que abrigam laboratorios de patologia. A integracdo entre estes estabelecimentos e seus
profissionais poderia ser proveitosa neste € em varios outros aspectos. Ainda, o
desenvolvimento de células em cultura de tecidos ou em cobaias imunodeficientes poderia
se tornar outra importante fonte de material®, porém esta metodologia foge do propoésito

desta dissertacao de mestrado, podendo ser utilizada em trabalhos em nivel de doutorado.

Baak, em 1986, levantou os dados existentes em relacao ao diagndstico cariométrico
de atipias nas hiperplasias endometriais, concluindo que a sensibilidade e a especificidade
na classificacdo de tais lesdes possuiam baixos valores. A cariometia estaria indicada
apenas para casos selecionados onde a avaliacdo prognoéstica seria o ponto de maior
relevancia, sempre associada a analise convencional por patologista experiente e, portanto

ndo podendo jamais substituir esta ultima *®.

Em 2001, Bartels e colaboradores encontraram uma tendéncia na classificacao de
células endometriais em relacdo a sua progressdo, entretanto, quando o material era
avaliado individualizando-se os casos, eram expressas muitas diversidades nos arranjos das
caracteristicas cariométricas’’. Em tal trabalho ndo foram apontadas sensibilidade e
especificidade dos achados. Talvez o numero de ntcleos envolvidos (hum mil e
quinhentos, no total) até tenha sido suficiente para verificagdo do grau de progressdo da

doenga, mas ndo, para verificacdo de sensibilidade e de especificidade diagnodsticas. Além



do que, cinco categorias diagndsticas estiveram envolvidas, o que reduziu o numero total

de nucleos por grupo, com conseqiiente diminuig¢do das potencialidades estatisticas.

Nota-se que decorridos quinze anos, a aplicacdo dos resultados ainda merece
especial cuidado no que diz respeito a caracterizagao de processos patoldgicos envolvendo
o endométrio, conforme visto nessas duas ultimas referéncias. O namero de casos

avaliados poderia ser indicado como sendo o fator responsavel por tais limitagdes.

Em relagdo ao tecido prostatico, no entanto, Bartels estudou mais de trés mil nucleos
provenientes de quatro tipos distintos de categorias diagnoésticas, € concluiu que existe uma
modificacdo aparente nos padrdes de apresentacdo da cromatina a medida em que se
aproxima da neoplasia e se afasta do tecido normal. Foram avaliados ntcleos de células de
tecido normal, de tecido normal junto a neoplasia epitelial de baixo grau, de tecido normal
junto a neoplasia epitelial de alto grau e junto ao adenocarcinoma. Com isso, ele mostrou
que a assinatura digital apresenta uma grande potencialidade em desenvolver aptidoes
progndsticas®®. Mais uma vez, a sensibilidade ¢ a especificidade do método ndo foram

testadas.

Recentemente, Duval da Silva e seus colaboradores foram surpreendidos com o
resultado de seu trabalho. A avaliacdo cariométrica da metaplasia esofagica conhecida
como Esdfago de Barrett revelou que as alteragdes encontradas sdo muito mais proximas as

do adenocarcinoma esofagico do que as da displasia de alto grau do es6fago, como era



esperado’’. Duas questdes ficaram sem resposta com este trabalho. Seria o grupo da
displasia muito pequeno em numero de casos além de muito heterogéneo para que as
comparagdes tenham validade? Ou entdo, sera a metaplasia realmente uma alteragdo mais
agressiva do que até agora se acreditou que pudesse ser?

Somente outras pesquisas com um namero mais expressivo de casos por categoria

diagnostica poderao esclarecer tais dividas.

No trabalho que aqui se discute, acredita-se que para a obtencao de resultados com
sensibilidade e especificidade aceitaveis seria recomendével a analise de um nimero mais

expressivo de casos, com conseqiiente aumento do nimero de nucleos celulares em cada

grupo.

Em relacao a formacao dos grupos do estudo, e principalmente a do grupo controle, o
comentario que cabe ser feito ¢ a respeito da origem do tecido pancreatico considerado
normal. Levando-se em consideragdo aspectos €ticos e técnicos para aquisicao do material
pancreatico normal, uma vez conhecida a alta morbidade a que pacientes sadios seriam
submetidos com a coleta do material, e a dificuldade de acesso aos pacientes que chegam a
necropsia ou que vao a doagdo de oOrgdos, optou-se por utilizar o material igualmente
estocado em parafina nos arquivos do Servigo de Patologia do HCPA. Este material
também ¢ derivado de duodenopancreatectomias cefalicas realizadas nos ultimos onze anos
do inicio do trabalho. A literatura e os centros mundiais de atendimento médico oncolédgico
reconhecem que o tratamento padrdo nos estadios iniciais das neoplasias periampolares
(adenocarcinoma de pancreas, adenocarcinoma de papila de Vater, colangiocarcinoma

. . , . L qe 2
distal e adenocarcinoma de duodeno) é a duodenopancreatectomia cefalica ***. Os



espécimes utilizados foram entdo os que apresentavam o diagndstico de neoplasia de papila
de Vater (adenocarcinoma) com estadio 1. Histologicamente o tecido pancreatico da peca
cirtrgica foi considerado normal. Entretanto, este tecido pancreatico dito normal provém
de pacientes com diagnostico de um tumor maligno, sendo coletado de zona nao
comprometida pela neoplasia, mas proxima a essa. Os tumores periampolares induzem
uma proeminente reacdo desmoplasica estromal no pancreas junto as células cancerosas.
Tal alteracdo ndo ¢ considerada neoplésica, mas modifica a estrutura do tecido normal®*.
Por este motivo, uma denominac¢do mais apropriada seria a de "tecido pancredtico sem
alteragdes celulares neoplasicas" e nao, normal. Nas tabelas, graficos ou figuras deste
texto, o referido tecido recebe a denominacao de normal, para simplificar a confecgdo ¢ a

compreensao dos mesmos.

Os espécimes do grupo com neoplasia apresentavam diagnostico de adenocarcinoma
de cabega de pancreas com margens de resseccao livres de tumor, conforme esperado, ja

que estas cirurgias foram realizadas com intengao curativa.

Importante também ¢ a lembranca de que quatro niveis de diferenciacao celular sao
utilizados em histologia para tumores de pancreas. Eles podem ser bem diferenciados,
moderadamente diferenciados ou pouco diferenciados, sendo um niimero muito pequeno
considerado anaplasico™” . A diferenciacio celular para os tumores do estudo, no entanto
ndo foi utilizada como variavel diagnéstica, porque a maior parte dos espécimes cirurgicos
tinha diferenciagdo celular moderada, e o restante dos espécimes, pouca diferenciagdo, o

: 2 ’ . . .
que acompanha os achados da literatura®”. O numero de casos implicaria no poder



diagnostico do estudo e provavelmente os achados seriam de pouca relevancia.

Outro fator que pode ser discutido ¢ a aplicacdo dos resultados deste trabalho em
relagdo a sobrevida dos pacientes na busca de novos fatores prognosticos. Para esta
finalidade, o nimero de casos avaliados, associado a taxa de mortalidade cirtirgica obtida
no inicio do estudo, também nao ¢ suficiente. Estes resultados fortaleceram a idéia de que
uma equipe especializada em tratamento do cancer de pancreas, centralizando os casos e
buscando resultados cada vez melhores, devesse existir no HCPA, até por ser esse, um dos
locais de referéncia no estado do Rio Grande do Sul para tratamento dos pacientes com tais
patologias. Ha aproximadamente quatro anos, os casos cirurgicos de patologia pancreatica
passaram a ser acompanhados preferencialmente por apenas uma equipe médica, onde a
maior parte de seus integrantes ¢ fixa e treinada em cirurgia do pancreas. A mortalidade em
questdo ja mostra queda significativa no seu valor, e espera-se chegar aos indices de
referéncia mundial dos centros especializados que nao ultrapassam 2%. Portanto, com o
aumento do numero de doentes com cancer de pancreas tratados no HCPA (através da
divulgacdo desse servigo), e com a diminui¢do da mortalidade operatoria, espera-se que
esse trabalho servira de modelo para futuros estudos que queiram avaliar a sobrevida e o

papel prognostico da cariometria nos tumores pancreaticos.



Preparaciao do material

Uma grande parcela dos estudos que avaliam as caracteristicas nucleares prepara seu
material para analise histologica utilizando uma coloragdo especifica para o ntcleo,
também dita estequiométrica **. Esta coloracdo recebe o nome de reacio de Feulgen e
tem a vantagem de corar somente o material de interesse. Pode, no entanto, originar
artefatos com muita freqiiéncia, dependentes principalmente da falta de treinamento na
técnica de coloracdo ou até mesmo das variagdes da fixacdo do material **. Outros

36.41,44
e o fazem

pesquisadores utilizam coloragdo de hematoxilina e eosina de Meyer
porque consideram a confeccdo das laminas com este corante, um processo mais facil,
além de disponivel em boa qualidade na maior parte dos laboratérios e mais economico.
No presente estudo a coloragdo de Feulgen foi tentada em trés laboratorios de patologia,
incluindo um laboratorio situado no Arizona, EUA, para onde o material foi enviado. Em
nenhum destes estabelecimentos foi conseguida uma coloragao uniforme entre todas as
laminas, sempre com resultados insatisfatorios. Provavelmente o problema deva ter sido
relacionado a irregularidade da fixagdo prévia destes materiais, ja que no decorrer dos onze
anos de armazenamento do material ndo havia o controle ou padronizagdo em relagdo a
concentragdo dos fixadores (ex: formalina), como é empregado nos dias de hoje. A

coloracdo por hematoxilina e eosina foi entdo aplicada sem nenhum prejuizo a andlise

desejada.



Assinaturas digitais

O papel das anormalidades cromossdmicas no processo da carcinogénese tem sido

cada vez mais refor¢ado com o advento da biologia molecular.

Iniciado pelo estudo da quantidade de cromatina, ou seja, ploidia celular, a aplicagao
da cariometria digital tem se tornado um importante fator preditivo em relagdo ao
progndstico de certos tumores >***°. Os avancos em inteligéncia artificial propiciaram a
formacdo de novos parametros passiveis de investigacdo sem aumento da indumentéria
envolvida no processamento do material. A confeccdo do material para estudo histologico
permanece a mesma, apenas ¢ aplicada tecnologia no momento de sua analise. Tecnologia
esta que deixa de ser dispendiosa no ponto de vista econdmico a partir do momento em que
menor tempo € gasto para resultados mais confiaveis e precisos. Com isso, sao plenamente
alcancados os objetivos da quantificacdo em patologia: acrescentar objetividade a avaliagao
dos casos e utilizar métodos capazes de aumentar o poder diagndstico, progndstico e

possivelmente terapéutico.

Muitos estudos, utilizando-se os mais diversos tipos de tecido biologico vém sendo
desenvolvidos em varios paises. Dos Estados Unidos a Bélgica, passando pela Espanha,
Italia e Brasil, o proposito tem sido o mesmo, apenas com enfoques um pouco diferentes.

Mais de dez tipos de tecido ja foram submetidos a avaliacdo cariométrica por analise

32,33,34,35 36,37 38,39,40,41
,33,34, ,0da

digital como o tecido prostatico , tecido mamario” "', o endométrio



43,44

cérvice uterina *, o do intestino grosso **, o do esdfago , 0 da laringe **, o muscular *,

1% ¢ o0 da papila de Vater . Em todos os estudos a avalia¢io

o da glandula adrena
quantitativa do arranjo espacial do DNA foi alcangada com sucesso, possibilitando a

distingdo entre alteragdes patologicas e parametros normais.

Nosso trabalho também mostrou capacidade em diferenciar nucleos de tecido
pancreatico considerado normal dos de tecido pancreatico tumoral através da cariometria
digital. As onze caracteristicas avaliadas do Sistema 7/CAS, ndo s6 obtiveram valores
diferentes para os dois grupos com significancia estatistica, mas também, sete delas,

serviram como marcadores de neoplasia.

Neste trabalho, os marcadores foram considerados como discriminantes perfeitos dos
dois grupos, entretanto acreditamos que tal propriedade deveria ser novamente testada em

um numero maior de casos.

Nos histogramas, ha um padrao nitidamente diferente entre os dois grupos: no grupo
da neoplasia o histograma mostra valores altos em quase todas as caracteristicas, o que
significa que tais valores se distanciam muito dos valores considerados normais, o que nao
ocorre no outro grupo. Estes dados podem ser melhor compreendidos observando-se os
valores encontrados para as distancias médias padronizadas da populagdo normal. No
tecido considerado normal a DMPPN foi de 82,03 unidades, ja a do tecido neoplasico foi
de 6.124,72. A diferencga entre os grupos foi entdo de 6.042,69 unidades. Igualmente ao que

ocorre na microscopia optica onde os nucleos neoplasicos aparecem de forma bizarra ao



exame, na sua avaliagdo cariométrica eles possuem uma discrepancia grande nos seus

valores, como pode ser verificado.

Finalmente, por ser o nucleo a principal base para a interpretagdo em microscopia
quando a arquitetura tecidual ndo estd presente, como ocorre na citologia, este trabalho
deve contribuir para o desenvolvimento e difusdo de outras formas de processamento do
material pancreatico, ainda ndo utilizadas de rotina. Os achados podem ser aplicados nos
estudos de citologia de material colhido do ducto pancreatico principal através de lavados
ou escovados, obtidos durante e pancreatografia endoscopica retrograda. Ou ainda, em
preparados histologicos de bidpsias transduodenais dirigidas ao tecido pancreatico durante

a ultrassonografia endoscopica, aumentando a acuracia diagnostica desses métodos.



CONCLUSOES



CONCLUSOES

O estudo permitiu a caracterizagdo dos nucleos de células pancreaticas normais e
neoplasicas através da cariometria analisada por sistema digital, criando uma assinatura

digital especifica para os nucleos do tecido considerado normal e para os da neoplasia.

Sete caracteristicas nucleares servem como marcadores de adenocarcinoma de
pancreas quando a técnica de cariometria digital ¢ aplicada. Sao elas: "AREA, RLM278,

RLM266, PERIM, ROUND, FRACDIM e DENSMIL."



PERSPECTIVAS



PERSPECTIVAS

Este trabalho abre espago para futuras pesquisas na area de patologias pancreaticas,
principalmente em avaliacdes diagndsticas e progndsticas, como mencionado na discussao.
Sua metodologia foi testada e seus resultados servem como base para o planejamento de

novos modelos dentro do estudo da cariometria.

Os avancos em biologia molecular vém tentando modificar a abordagem aos
pacientes com neoplasia de pancreas. Por enquanto, apenas foram descritos genes que
podem servir como marcadores de neoplasia pancreatica. O impacto disso, entretanto, na
literatura ¢ na vida médica mostra claramente que todos (pesquisadores, médicos e
pacientes) compartilham da mesma idéia: em breve novas descobertas valiosas hao de
acontecer. Como conseqiiéncia desse fato, e associando-se os resultados obtidos neste
trabalho, decidiu-se estabelecer um protocolo voltado a avaliagdo clinica prospectiva dos
pacientes com neoplasia pancreatica, enfocando a coleta de material para pesquisa em
biologia molecular. O Programa de Poés-graduacdo em Cirurgia, em conjunto com o
Servigo de Genética do HCPA, criou o primeiro banco de material pancreatico humano do
Estado, intitulado "Banco de Dados e de Material Biologico para Pesquisa em Cancer de

Pancreas". A estrutura foi montada e ja se encontra em funcionamento.
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ANEXO

Descricdo genérica das 93 caracteristicas de textura nuclear utilizadas. Foram
utilizadas as numeragdes originais do Sistema 7/CAS, que contava com mais de quinhentas
caracteristicas. Por esse motivo, a numeracgao das caracteristicas ndo ¢ seqliencial. Algumas
descrigdes, disponiveis apenas nas linguagens Fortran e C foram adaptadas para a
linguagem Basic, com o objetivo de simplificar a compreensdo. Ha a descricao de mais de
93 caracteristicas no anexo para facilitar o entendimento ja que algumas podem completar

outras.

Caracteristica 1: Extingiio total ou Densidade éptica total (DOT) ou IOD. E o
somatorio dos valores de pixels em linhas e colunas dentro da area nuclear. O denominador

¢ um fator de corre¢do para o Sistema 7/CAS.

mx my
DOT = (1 / 16.48378975) * ) > I[il[j]
=0 =0
(i,j) inN

N = area nuclear
(1,7) in N: todos os pixels dispostos em linhas e colunas dentro da area
nuclear.

Caracteristica 2: Area do nucleo em pixels.

Area = 4rea em numero de pixels



Caracteristica 3: Circularidade nuclear - roundness. Medida da semelhanca do nucleo

com relagdo a forma de um circulo.

Roundness= p°/(4* n* A)

Estruturas perfeitamente circulares terao a circularidade igual a 1.

Caracteristica 6: RMS - Root mean squared (230):

mx my
Ext2= % ) I[i1[j T
=0 =0
(i,j) in N
mx my
Ext Sum = Y Y I[1][5]
=0 =0
(i,j) in N
A = Area

RMS = \/ Ext2 - ExtSum * ExtSum
ExtSum A A



Caracteristicas 8 a 25: Histograma de densidade optica até densidade 1.8 em valores

percentuais.

10 C/100 = 1.0 fori= 0 preto

0.016 for 1 =180 — cor de fundo

Para a posicgao de cada pixel (i, j) no nucleo, calcular:
OD=int(I[1][j]/10.0+0.5)

Hist [OD] = hist [OD] +1

Existem duas possibilidades de célculo para o histograma de densidade Optica: utilizando a

coloragao de Feulgen ou hematoxilina-eosina.

Considerando a faixa dindmica da densidade Optica como 256 tons de cinza, o valor zero

passa a ser branco e 255, preto.

Feulgen: a faixa dinamica fica limitada a 180 em 18 grupos de 10 elementos. Total: 180
tons de cinza (bins: 0-10, 11-20, 21-30). Essa limitagdo de faixa deve-se a caracteristicas

da coloracao.

HE: a faixa atinge os 255 tons de cinza em 17 grupos de 15 elementos (faixas: 0-15, 16-30,

31-45).



Caracteristicas 26 a 61: Matriz de co-ocorréncia (1, 0; i, j) - Cooccurrence matrix. Em
6 X 6 faixas de densidade optica (D.O). Avalia o nimero de pixels adjacentes de mesma
densidade em linha horizontal, gerando uma matriz como a figura A.1:

E realizada uma varredura horizontal da imagem, da esquerda para a direita, gerando um

valor para cada pixel/ em funcao da densidade otica do pixe/ adjacente.

Figura Al. A primeira tabela apresenta os valores de densidade dptica total (D ada
elemento de imagem em uma linha horizontal com oito elementos. A segunda tabela exibe
o numero de ocorréncias (co-ocorréncias) de elementos de imagem adjacentes com valores

de DOT dentro da mesma faixa.

0303109 (04 04 |04 06 |03

D.0 00-0.3 | 0.31-0.6 | 0.61-0.9 | 091-1.2 |1.21-1.5 |>>1.5

0-0.3 1 1

0.31-0.6 3 1

0.61-0.9 |1

0.91-1.2

1.21-1.5

>1.5

Caracteristicas 232 a 302: Matriz de comprimento de seqiiéncia (Run Length Matrix)



[(2,4,6,8,10,12) X O.D. 0-1]

Avalia o numero total de pixels adjacentes com mesmo valor de O.D. A varredura segue a

mesma ordem descrita para 26-61 e gera também um valor para cada pixe/ da imagem.

Figura A.2. A primeira tabela apresenta os valores de densidade Optica total (DOT) de cada

elemento de imagem em uma linha horizontal com oito elementos. A segunda tabela exibe

o numero de elementos de imagem contiguos com valores de DOT dentro da mesma faixa.

0310310910909 09 |06 |03

D.O. 1-2 |34 5-6 7-8 9-10 11-12
0-0.3 1

0.31-0.6

0.61-0.9

091-1.2 |3

1.21-1.5

>1.5

Caracteristica 267: Faixa de densidade 6ptica (DO) dividida em seis intervalos, cada um

com amplitude de 0,3 unidade de DO. O numero de pixels consecutivos na mesma faixa ¢

contado. A caracteristica 267 corresponde ao comprimento de 1 a 2 pixels na f 0)

de 0a0,3.



Caracteristica 268: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de 3 a 4

pixels.

Caracteristica 269: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de 5 a 6

pixels.

Caracteristica 270: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de 7 a 8

pixels.

Caracteristica 271: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de 9 a 10

pixels.

Caracteristica 272: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de 11 a 12

pixels.

Todas as caracteristicas entre 267 ¢ 272 descrevem a mesma faixa de DO (0 a 0,3).

Caracteristica 285: o mesmo que a caracteristica 267, mas para comprimentos de 1 a 2

pixels e faixa de DO entre 0,9 e 1,2.

Caracteristicas 303 a 307: Avaliacao de seqiiéncias

Caracteristica 303: Enfase em seqiiéncias curtas (Short Run Emphasis)

Caracteristica 304: Enfase em seqiiéncias longas (Long Run Emphasis)



Caracteristica 305: Desuniformidade de niveis de cinza (Grey Level Nonuniformity)

Caracteristica 306: Desuniformidade de comprimento de seqiiéncia

(Run Length Nonuniformity)

Caracteristica 307: Percentuais de seqiiéncias (Run Percentage)

Considerando rlh [ 1 ] [ j ] como um valor ( 1, j) na matriz de comprimento de seqiiéncia

onde:

i =unidades de D.O. e
j = comprimentos a partir dos grupos {2, 4, 6, 8, 10, 12}

6 6

T™MP1=X X rlh[i] [j]
i=1j=1
6 6

6 6
TMP3= 3% X rlh[i] [j1 /5 *th[i] [j]
i=1j=1
6 6

T™P4=3 [ = rh[i]l[j]]



A =2 * (nimero total de seqiiéncias possiveis de comprimento 1)

Logo, as caracteristicas 303 a 307 podem ser definidas como:

Caracteristica 303: Enfase em seqiiéncias curtas (Short Run Emphasis)

SRE = TMP2 / TMP1

Caracteristica 304: Enfase em seqiiéncias longas (Long Run Emphasis)

LRE = TMP3 / TMP1

Caracteristica 305: Desuniformidade de niveis de cinza (Grey Level Nonuniformity)

GLN =TMP4 / TMP1

Caracteristica 306: Desuniformidade de comprimento de seqiiéncia
(Run Length Nonuniformity)
RLN =TMP5 / TMP1

Caracteristica 307: Percentuais de Seqiiéncias (Run Percentage)

RP=TMP1/A



Comentario: todos os valores sdo normalizados pelo nimero de seqiiéncias nos limites
nucleares. As énfases em seqiiéncias curtas e longas sdo autoexplanatorias: os valores de
SRE e RLE refletem a distribuicao dessas seqiiéncias no nacleo celular. A desuniformidade
de niveis de cinza funciona da seguinte maneira: Quando as seqiiéncias estao distribuidas
uniformemente entre as faixas de D.O., o valor de GLN tende a ser pequeno. A
desuniformidade de comprimento de seqiiéncia (RLN) mede se as seqiiéncias estdao
uniformemente distribuidas através dos comprimentos ou ndo. Se as seqiiéncias forem
muito grandes, porém, o valor de RLN também sera elevado. O percentual de seqii€ncias
(RP) ¢ a razdo entre o numero total de seqiiéncias encontradas e o nimero total de
seqliéncias possiveis, o qual esta relacionado a area total do ntcleo. Valores baixos desse

parametro estao relacionados a imagens com estruturas lineares.

Caracteristicas 312 a 318

Caracteristica 312: Heterogeneidade de densidade éptica (het).

Caracteristica 313: Homogeneidade de densidade optica (hom).

Caracteristica 314: Compactacio (cl).

Caracteristica 315: Condensacio (cond).

Caracteristica 316: Densidade optica 20% abaixo do valor médio em valores de cinza

(av20b).

Caracteristica 317: Valor médio de densidade optica em valores de cinza (avext).



Caracteristica 318: Densidade optica 20% acima do valor médio em valores de cinza

(av20a).

Caracteristicas envolvendo densidade dptica:

Heterogeneidade:

hl = Nb + Nw
Nt

Onde:

Nb = numero de pixels pretos = pixels correspondentes a cromatina frouxa (clara)*

Nw = nimero de pixels brancos = pixels onde a cromatina ¢ densa (escura)*

Nt = total de pixels no nucleo.

Caracteristica 312: Heterogeneidade. HET = h1

h2 = Ng
Nt

Ng = numero de pixels em diferentes tons de cinza, correspondendo ao valor médi

Nt = como definido acima.

Caracteristica 313: homogeneidade. h2 =1 - hl

Para cada conjunto de 8 pixels em uma linha deve ser computada a diferenca:



diff= | nb - nw |
nb = niimero de pixels pretos no conjunto de 8 pixels.
nw = numero de pixels brancos no mesmo conjunto.

| | = valor absoluto

a seguir, o valor cl deve ser definido:

tm
cl= X diff

i=1
onde,

tm = numero total de conjuntos encontrados no ntcleo.

Logo,

Caracteristica 314: Clumpness

cl=cl/nb+nw

Essa caracteristica reflete a granularidade considerando o tamanho e distribui¢do de
granulos bem como das areas claras.

Os oito pixels do conjunto representam menos de 1 micrometro na dire¢do
horizontal.

Como o algoritmo ¢ unidimensional, o calculo de “diff” na coluna seguinte aplica-
se ao mesmo granulo.

* Todos os calculos sdo realizados na imagem negativa.



Caracteristica 315: Condensacio (condensation):

cond =cl /nt

O valor médio ¢ definido como:

> % I[i][j] /Nt

p= (i,j) inN

Logo,

Caracteristica 316: Densidade optica 20% abaixo do valor médio em valores de cinza

(av20Db):

av20b=0,8 * n

Caracteristica 317: Valor médio de densidade optica em valores de cinza (avext):

avext =

Caracteristica 318: Densidade dptica 20% acima do valor médio em valores de cinza

(av20a):

av20a=1.2*p



Obs.: para heterogeneidade, os valores baixos representam pouca compactacdo da
cromatina. Valores proximos de 1 traduzem nucleos com grande compactacdao. Porém o

valor ¢ aplicavel para ntcleos totalmente brancos bem como totalmente pretos.

Sendo a homogeneidade o complemento da heterogeneidade, ela descreve conjuntos

especificos de pixels, o que significa que € possivel estimar a média de valores de cinza
assumindo um coeficiente de variagdo de 5 %.
Ambas sdo medidas temporais de textura, sem sensibilidade para identificar a distribui¢ao
espacial de cromatina condensada. Mapas de pixels permitem a descricdo da distribuicao
espacial de cromatina. Valores individuais ndo podem descrever tais caracteristicas
adequadamente.

A compactacdo (clumpness) reflete a distribuicdo de granulos em intervalos de 1
micrometro. Granulos pequenos determinam valores pequenos de compactagao.

A condensacgdo reflete a fragdo correspondente aos granulos largos. Os valores para
condensagdo se aproximam dos valores de compactagdo quando todos os pixels sdo pretos
ou brancos. Se pixels de valores intermedidrios estiverem presentes, o valor de

condensagdo serd menor que o da compactagao.

Cond = cl * het

Caracteristicas 319 a 321

Caracteristica 319: Total de pixels pretos no niicleo (nb).

Caracteristica 320: Total de pixels cinzentos no nucleo (ng).



Caracteristica 321: Total de pixels brancos no nucleo (nw).

O calculo dessas caracteristicas € feito pelo seguinte algoritmo:

Let thl =av20b
th2 = av20a

Begin
Letnb=ng=nw=0
Forallx=(i,j)in N

if(I[i][j]<thl)nb=nb+ 1
if(I[i][j]>=thl ANDI[i][j]<=th2)ng=ng+ 1
}

Caracteristica 400: Dimensao fractal:

Fracdim = log (nimero de pixels similares)

log (do fator de magnificagdo)
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