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“Dois importantes fatos, nesta vida, saltam aos olhos;

primeiro, que cada um de nos sofre inevitavelmente derrotas temporarias,

de formas diferentes, nas ocasi6es mais diversas. Segundo, gue cada
adversidade traz consigo a semente de um beneficio equivalente. Ainda nao
encontrei homem algum bem-sucedido na vida que n&o houvesse antes sofrido
derrotas temporarias. Sempre que um homem supera os reveses, torna-se

mental e espiritualmente mais forte... E assim que aprendemos o que devemos
a grande ligdo da adversidade”.

(Andrew Carnegie)
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MORFOMETRIA DO NUCLEO DE CELULAS NEOPLASICAS COMO
METODO DE DIAGNOSTICO DE HISTIOCITOMA, MASTOCITOMA E
TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL EM CAES

RESUMO: Histiocitoma, mastocitoma e tumor venéreo transmissivel sdo
tumores freqlientes em caes. E importante o diagnostico diferencial entre estes
tumores, principalmente quando o tumor venéreo transmissivel ¢ ectépico. A
citometria de imagem pode ser usada como auxiliar no diagnéstico diferencial
de patologias semelhantes histologicamente, como nos casos destes tumores.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar morfometricamente o nicleo e a
cromatina das células neoplasicas destes tumores e avaliar o potencial deste
tipo de andlise como ferramenta auxiliar no diagnostico diferencial destas
patologias. Foram utilizados 15 cortes histologicos de cada tipo de tumor,
sendo analisados 100 nlcleos de cada caso. Além das caracteristicas
geométricas bdsicas (4rea, perimetro e elipsidade), tradicionalmente utilizadas
como auxiliar no diagnostico histopatologico, também foram utilizadas medidas
geométricas mais elaboradas, bem como a caracterizagéo da textura nuclear
através de métodos tradicionais, como a lacunaridade e através de novos
métodos propostos neste trabalho. Realizou-se analise de varidncia e de
discriminantes candnicas para a avaliagao estatistica. A morfometria utilizando
medidas basicas mostrou-se ineficiente para diferenciar estes tumores. Com o
uso das demais medidas otimizadas pela analise de discriminante canénica,
esta metodologia revelou-se uma excelente ferramenta eficiente para o
diagnostico diferencial de histiocitoma e tumor venéreo transmissivel. Para o

diagnostico diferencial dos trés tipos de tumores esta metodologia deve ser

usada somente como ferramenta auxiliar.

Palavras — chave: cdes, histiocitoma, mastocitoma, tumor venéreo

transmissivel canino, analise de imagem.
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MORPHOMETRY NUCLEAR OF NEOPLASTIC CELLS AS METHOD OF
DIAGNOSTIC OF HISTIOCYTOMA, MASTOCYTOMA AND TRANSMISSIBLE
VENEREAL TUMOR IN DOGS

SUMMARY: Histiocytoma, mastocytoma and transmissible venereal tumors are
frequent in dogs. The differential diagnostic between these tumors is important,
mainly when the transmissible venereal tumor is ectopic. Image cytometry can
be used as an auxiliary tool in the differential diagnostic of the histological
similar pathology, such as these tumors. The objective of this work was to
characterize the nucleaus and the chromatin morphometry of the neoplasic cells
of these tumor types and to evaluate the potential of this methodology as
differential diagnostic of these pathologies. Fifteen histological slides of each
type of the tumor were used and one hundred nucleus of each case were
analyzed. Geometric basic characteristics (area, perimeter and ellipticity)
traditionally used as auxiliary tools in the histopathological diagnostic, as well as
more elaborated geometric measures and the characterization of the nuclear
texture through of lacunarity and others methods considered in this work were
used. Variance and canonical discriminant analysis were made for statistic
evaluation. The morphometry using basic measurements was inefficient to
identify correctly these tumor types. However, this methodology showed to be a
good tool for differential diagnosis of the histiocytoma and transmissible
venereal tumor. This methodology should be used only as an auxiliary tool for

the differential diagnostic of the three considered tumor types

Keywords: dogs, histiocytoma, mastocytoma, transmissible venereal tumor,

image analysis.




I. INTRODUGCAO

Hoje em dia os caes freqlientemente sé@o considerados como membros da
familia, tornando essencial um rapido e eficiente mecanismo de diagndstico,
terapéutica e prognostico nos casos de tumores nestes animais. Tumores em pele e
tecido subcutaneo sdo os tumores que mais freqlientemente afetam caes, sendo
cerca de um terco de todos os tumores nesta espécie (MARTIN DE LAS MULAS et
al.1999). Dentre os varios tipos de tumores, destacam-se pela alta incidéncia o
histiocitoma, o mastocitoma e o tumor venéreo transmissivel (TVT).

Histiocitoma € um tumor benigno que acomete cées jovens sendo que 50%
dos casos ocorrem em animais com menos de dois anos de idade, podendo
ocasionalmente ocorrer em animais mais velhos (CALDERWOOD MAYS &
BERGERON, 1986; BENDER & MULLER, 1989; QUEIROZ, 1996; MARTIN DE LAS
MULAS et al. 1999; MORRIS et al. 2000; NAGATA et al. 2000; MULLER et al. 2001).
Sua origem € histiocitica, sendo necessario o diagnoéstico diferencial para inflamacéo
focal granulomatosa, TVT, linfossarcoma cutaneo e mastocitoma (CONROY, 1983;
QUEIROZ, 1996).

Os mastocitomas sdo neoplasias comuns do céo originadas dos mastécitos.
Compoe aproximadamente 7 a 20% das neoplasias cutaneas malignas nesta
espécie e tem sua causa ainda desconhecida (ROGERS, 1996, GRAHAN &
O'KEEFE, 1998; STREFEZZI, XAVIER, CATAO-DIAS, 2003). Deve ser feito o
diagnostico diferencial com TVT, histiocitoma, sarcomas, melanomas e carcinomas
pobremente diferenciados (CONROY, 1983).

O tumor venereo transmissivel € um tumor que se localiza principalmente na
mucosa da genitalia externa de cdes de ambos os sexos, embora também haja
relatos de ocorréncias extragenitais, tais como nas cavidades oral e nasal, regides
anal e perianal, conjuntiva ocular, pele e linfonodos (HARMELIN, ZUCCKERMAN,
NYSKA, 1995; MARCHAL et al. 1997, PEREZ et al. 1998). Apesar dos muitos
estudos estruturais e ultra—estruturais do TVT espontaneo e experimental, a origem
celular deste tumor parece incerta; hoje a principal suspeita é que tenha origem

histiocitica. Deve-se realizar o diagndstico diferencial deste tumor com linfomas




histiocitomas, mastocitomas pouco diferenciados, melanomas amelandticos e
carcinomas indiferenciados (BROWN, CALVERT, MacEWEN, 1980; CONROY,
1983; MOZOS et al. 1996).

Durante as Ultimas décadas a analise de citomorfometria por imagem tem
sido usada para estabelecer técnicas no campo da patologia de analise celular. As
técnicas usadas com o auxilio do computador sdo Uteis para obter, mensurar,
interpretar e gravar (para uma subseqiente andlise da imagem microscépica) as
imagens digitalizadas do material analisado (HAMILTON & ALLEN, 1995; COHEN,
1996).

Algumas das vantagens destas mensuragbes comparadas & visualizagdo
convencional incluem: objetividade, capacidade de reprodugdo da imagem e a
habilidade de detectar mudangas n&o aparentes pelo método convencional.
(HAMILTON & ALLEN, 1995).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar morfometricamente ndcleo e
cromatina das células neoplasicas de histiocitoma, mastocitoma e tumor venéreo
transmissivel de caes e avaliar o potencial deste tipo de andlise como ferramenta

auxiliar no diagnostico diferencial destas patologias.




Il. REVISAO DA LITERATURA

Histiocitoma

Os histiocitomas s&o neoplasias benignas comuns em cdes. Sua patogénese
ndo é bem conhecida; evidéncias de causas infecciosas tém sido relatadas e o
tumor nao é transmissivel por transplante de células (CONROY, 1983; BENDER &
MULLER, 1989). Acomete principalmente cées jovens e cerca de 50% dos casos
ocorrem em animais com menos de dois anos de idade. Ocasionalmente podem
ocorrer em animais mais velhos (CALDERWOOD MAYS & BERGERON, 1986;
BENDER & MULLER, 1989; QUEIROZ, 1996; MARTIN DE LAS MULAS et al. 1999;
MORRIS et al. 2000; NAGATA et al. 2000; MULLER et al. 2001).

Foi comprovado pelos resultados da microscopia eletrénica e histoquimica
enzimatica que os histiocitomas s&o derivados de histiocitos (também chamados de
macréfagos) (MORRIS et al. 2000; MULLER et al. 2001). Estas células sio
macrofagicas e derivadas dos promondécitos da medula dssea (linhagem mondcito-
macrofago). Os histiocitos séo células que atuam em fagocitoses e inflamagdes,
interagem com linfécitos T na resposta imune e possivelmente na prevencio de
neoplasias. Contém granulos lisossomais que podem ser detectados pelo uso de
técnicas especificas de coloragdo (SHERLIE ef al. 1992; FOX, 1998).

Os histiocitomas s&0 bem localizados e ocorrem geralmente em orelhas,
focinho e extremidades. Envolvimento da cornea e da esclera tem sido relatado, mas
¢ incomum (SHERLIE et al. 1992; MORRIS ef al. 2000; NAGATA et al. 2000).
Geralmente sdo pequenos (menos de trés centimetros de diametro), firmes, em
forma de cupula ou botdo, bem circunscritos, de localizagdo dérmica e
freqiientemente ulcerados. S&o de crescimento rapido, porém, com caracteristicas
de tumores benignos (CONRQY, 1983; GRAHAN & O’KEEFE, 1998; WILLEMSE,
1998: MULLER et al. 2001).

Jovens caes das ragas Boxers, Bulldogs, Dobermann Pinschers, Schnauzers
Scottish Terriers e Dachshund sdo relatados como mais predispostos ,c;
histiocitomas. N&o ha predilecdo sexual (CONROY, 1983; MULLER et al. 2001).

Diferentes do TVT, estudos indicam que as células do histiocitoma tém nam
ero



normal de cromossomos assim como as células de cdo (CONROY, 1983).

O histiocitoma n&o € encapsulado, mas suas margens sao bem definidas
(CONROY, 1983; BENDER & MULLER, 1989: SHERLIE et al. 1992; MORRIS ef al.
2000; NAGATA et al. 2000). As células podem ter limites confusos, s3o
arredondadas ou ovdides, possuem citoplasma abundante e palidamente corado
com nucleo proeminente. Além disso, os histiocitomas caracterizam-se por folhas
uniformes e corddes de células histiociticas pleomérficas infiltrando a derme eo
subcuténeo, deslocando as fibras colagenas e anexos (Figura 1) (QUEIROZ, 1996:
GRAHAN & O’KEEFE, 1998; MORRIS et al. 2000; NAGATA et al. 2000; MULLER et

al. 2001).
Uma caracteristica deste tumor é o elevado indice mitético, podendo alcangar

o numero de 10 mitoses por campo de observacdo em maior aumento. Os
histiocitomas tambem tendem a ser altamente pleomérficos e moderadamente
vacuolizados (GRAHAN & O'KEEFE, 1998; MORRIS ef al. 2000; NAGATA et al.
2000; MULLER et al. 2001).

Leucdcitos e linfocitos freqlientemente tém sido relatados em histiocitomas,
sendo os ultimos encontrados ao longo da borda profunda do tumor (CONROY,
1983). Infiltragdo linfocitaria e &reas de necrose sdo comuns em neoplasias em
regressao (MORRIS ef al. 2000; NAGATA et al. 2000; MULLER et a/. 2001).

Histiocitomas podem ser classificados em quatro grupos com base no nimero
e padréo de linfocitos infiltrados. No Grupo I, nenhum ou poucos linfécitos sdo
encontrados, quando presentes estes tém distribuicéo difusa e so vistos na jungao
periférica da epiderme afetada com a derme normal. Tumores classificados no
Grupo Il tém moderado acimulo de linfécitos na periferia do tumor com pequeno
ndmero extendendo para o centro do mesmo. Histiocitomas classificados como
Grupo IlI tém acentuada quantidade de linfocitos com acumulos nodulares
localizados centralmente e perifericamente. Os tumores do Grupo IV tém acentuada
infiltragao linfocitica em numero préximo ao de histiocitos, os linfocitos estdao em
distribuicdo nodular desde a margem inferior até a superficie epitelial (BENDER &
MULLER, 1989).

As diferentes caracteristicas histopatoldgicas do tumor podem ser atribuidas g

diferentes estagios da vida do histiocitoma; aqueles com longa duracdo ou em



resolugéo séo classificados nos Grupos Il ou IV (FOX, 1998).

Ha necessidade de se fazer o diagnostico diferencial para inflamagéo focal
granulomatosa, mastocitoma, linfossarcoma cutaneo e TVT (CONROY, 1983:
QUEIROZ, 1996).

Figura 1: Fotomicrografia do histiocitoma canino em objetiva de100x

Mastocitoma

Os mastocitomas sdo neoplasias comuns de cio e gato e emergem dos
mastdcitos. Representam de 7 a 22% das neoplasias cutaneas malignas em caes
(ROGERS, 1996; GRAHAN & O'KEEFE, 1998; STREFEZZ], XAVIER, CATAO-DIAS,
2003).

A causa ainda € desconhecida, no entanto, predisposigéo racial, inflamacao
cronica e virus podem exercer algum papel. Os Boxers, Boston Terrier, Bulldogs
Ingleses e Bull Terrier tém maior predisposi¢do. Estudos experimentais nos quais os
cdes desenvolveram este tumor apds receberem injecdes de extratos tumorais sem
células levaram a especulagdo de que virus possam exercer um papel como
precursores dos mastocitomas (GRAHAN & O’KEEFE, 1998; WILLENSE, 1998:
MAYR et al. 1999, MULLER et al. 2001; STREFEZZ|, XAVIER, CATAO- DIAS, 2003).
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Os mastocitomas ocorrem freqlientemente em cdes com média de oito anos
de idade, mas também s&o relatados em filhotes. Seu aspecto clinico é variavel. As
lesdes podem ser firmes ou amolecidas, papulares, nodulares ou pedunculadas, de
localizagdo dérmica a subcutanea, bordas razoavelmente definidas, variando de
poucos milimetros a varios centimetros de diametro (MAYR et al. 1999; MULLER et
al. 2001). Geralmente s&o solitarios, mas podem ser em maior ndmero ou
multicéntricos, ocorrem em qualquer regido, mas sdo mais comuns na metade
caudal do corpo (perineo, membros posteriores e genitalia) (GRAHAN & O’KEEFE,
1998, MULLER et al. 2001, STREFEZZI, XAVIER, CATAO-DIAS, 2003).

Estudos sugerem que os tumores nas areas prepucial, inguinal e perineal
podem ser mais malignos (GRAHAN & O'KEEFE, 1998; MULLER et al. 2001).

A superficie de corte deste tumor € usualmente marrom amarelado ou
esverdeado, podendo ser avermelhado caso haja hemorragia. Nzo sao
encapsulados, mas 0s tumores com crescimento lento tém suas margens mais
definidas do que os de crescimento rapido (BOSTOCK & OWEN, 1975).

Os mastocitomas caracterizam-se por proliferagéo difusa a multinodular de
mastdcitos. As células séo relativamente grandes, ovoéides ou redondas com ntcleo
oval ou redondo e alguns nucléolos. Gréos de metacromatina citoplasmatica s3o
evidentes apos coloragdo com Giemsa ou Azul de Toluidina em cortes ou em
esfregaco de impresséo destes tumores (Figura 2) (CONROY, 1983).

Freqiientemente visualiza-se em mastocitomas eosinofilia tecidual, areas
focais de degeneragdo colagena e ampla variedade de lesbes vasculares. Em
pacientes com este tumor, eosindfilos podem estar presentes em grande nimero na
populacdo celular por causa de sua atrag@o pela histamina. Figuras de mitose sao
raras e as células podem ser separadas por um grande espaco. Tumores
pobremente diferenciados podem conter células bizarras com um grande e irregular
ntcleo, citoplasma escasso € numerosas mitoses (BOSTOCK & OWEN, 1975,
MULLER et al. 2001).

Quando realizada ressecgéo cirlirgica completa, estes tumores tém um bom
prognéstico com um longo tempo de sobrevida. Eventualmente estes tumores s3o
encontrados em locais onde a excisdo completa ndo é possivel ou ja ocorreram
metastases, resuitando em um mau progndstico (ROGERS, 1993).



Deve ser feito o diagnostico diferencial com: TVT, histiocitoma, sarcomas,
melanomas e carcinomas pobremente diferenciados (CONROY, 1983).

Trés graus histolégicos de malignidade para mastocitomas caninos foram
estabelecidos por Patnaik, Ehler e MacEWen (1984): Grau | - tumores bem
diferenciados: com limite citoplasmatico claramente definido, nticleo regular, esférico
ou ovoide, figuras mitdticas raras, grandes granulos citoplasmaticos, coloragao
intensa; Grau Il - tumores compostos de células moderadamente diferenciadas:
células agrupadas, com limites citoplasmaticos indistintos, figuras mitoticas
infreqlientes e presenga de grénulos citoplasmaticos e Grau Il - tumores
pobremente diferenciados ou com células anaplasicas, altamente celular, limites
citoplasmaticos indistintos, tamanhos e formas irregulares dos nucleos, figuras
mitoticas muito freqiientes, baixo nimero de granulos citoplasmaticos (FOX, 1998,
GRAHAN & O’KEEFEN, 1998, MULLER et al. 2001). Cerca de 38% dos tumores sao
de Grau |, 40% dos tumores s&do de Grau Il e 22% sao de Grau Il (SIMOES,
SCHONING, BUTINE, 1994)

Em um estudo de Strefezzi, Xavier e Catao-Dias (2003), 24 casos de
mastocitoma foram submetidos a trés diferentes e experientes patologistas para
diferenciar o grau dos tumores. Houve discordancia em 50% dos casos de
diagnostico.

Deve-se fazer uma tentativa de se classificar todos os mastocitomas, pois a
classificagéo afeta o prognéstico e as decisOes terapéuticas. A Organizagédo Mundial
de Salude (OMS) desenvolveu um sistema de classificagdo clinica para os
mastocitomas caninos demonstrado na Tabela 1.

Alguns fatores podem ser importantes no prognéstico dos mastocitomas
caninos como o tamanho e a localizagdo do tumor, a duragdo da doenga e a
presenca ou ndo de metastase. Cdes com pequenas massas e de longa duragéo,
localizadas em extremidades tém significativamente maior média de tempo de
sobrevida. Pacientes com tumores com crescimento lento ou que ja tem o tumor ha

longo periodo de tempo tem um melhor progndstico e aqueles com crescimento

tumoral rapido ou infiltrativo tem um prognostico desfavoravel (ROGERS, 1996).




Tabela 1: Sistema de classificagéo clinica da Organizagdo Mundial de Satde (OMS)
para os mastocitomas caninos (ROGERS, 1996, FOX, 1998, GRAHAN &

O’KEEFE, 1998).

ESTAGIO* CARACTERISTICAS

I Um tumor dérmico sem envolvimento linfonodal regional

Um tumor dérmico com envolvimento linfonodal regional

" Tumores dérmicos mﬂl?iplos ou um grande tumor infiltrativo
com ou sem envolvimento linfonodal regional
W Qualquer tumor com metastase distante ou recorréncia com
metastase

Os estagios subdividem-se em sem sinais sistémicos e com sinais sistémicos.

Em estudo histolégico de mastocitomas, Simdes et al. (1994) observaram que
o tamanho das células foi uniforme em 48,3% dos casos de tumor, anisocitose
estava presente em 26,4% e anisocitose com células gigantes foram presentes em
25,3% dos casos. Células foram uniformes quanto a forma em 52,9% e citoplasma
abundante estava presente em 83,9% dos casos. O tamanho do nucleo foi uniforme

em 41,1% dos casos e redondo ou oval em 60,9%. O nucléolo n&o foi visivel em

69% dos casos e 3,4% das células tinham mais de um nucléolo.

Figura 2: Fotomicrografia de mastocitoma canino em objetiva de 100x. (A letra E
marca um eosindfilo e a letra M marca uma célula neoplasica de

mastocitoma).



Tumor venéreo transmissivel

O TVT é uma neoplasia de células redondas de ocorréncia freqiente, que se
localiza principalmente na mucosa da genitalia externa de cdes de ambos os sexos,
embora também existam relatos de ocorréncias extragenitais nas cavidades oral e
nasal, regides anal e perianal, conjuntiva ocular, pele e linfonodos (HARMELIN,
ZUCCKERMAN, NYSKA, 1995; MARCHAL et al. 1997; PEREZ et al. 1998;
GONZALEZ et al. 2000).

E transmitido por via venérea mediante o transplante de células tumorais
viaveis de individuos afetados, e ndo por meio de agente infeccioso, caracterizando
assim um transplante celular halogénico (ROGERS, WALKER, DILLON, 1998).
Basta o contato de uma estrutura tumoral com uma mucosa normal, ainda que fora
do aparelho genital, para estabelecer a transferéncia. Portanto, a implantagdo pode
ocorrer nas membranas mucosas durante o coito, lambeduras, mordeduras ou pelo
ato de cheirar um animal portador (BROWN, CALVERT, MacEWEN, 1980, GRAHAN
& O'KEEFE, 1998; MULLER et al. 2001; VARASCHIN et al. 2001; ALBANESE et al.
2002).

Ocorrendo em caninos sexualmente ativos (especialmente os jovens e de
vida livre), o TVT ndo demonstra predilegdo por raga ou sexo. Os animais com
salde deficiente ou imunossupressao podem ser mais predispostos a apresentarem
lesBes metastaticas (GRAHAN & O'KEEFE, 1998; MULLER et al. 2001).

O tumor pode ser simples ou multiplo, nodular, pedunculado, multilobular ou
em forma de couve-flor, freqlientemente friavel, variando de um a 20 cm de didmetro
com localizagdo dermoepidérmica e freqlientemente pode estar ulcerado (MULLER
et al. 2001).

Microscopicamente, o TVT apresenta-se como massas celulares compactas,
em corddes ou soltas, sustentadas por finas trabéculas de tecido fibrovascular. A
morfologia celular varia entre células redondas, ovaladas e poliédricas, com grandes
nucleos arredondados e hipercromaticos, cromatina marginal distinta e nucléolo
central proeminente, citoplasma fracamente eosinofilico e pode ter bordas
indefinidas. Freqiientemente sdo encontradas abundantes figuras de mitose (Figura
3) (MOULTON, 1990; MOZOS, et al. 1996; HAHN, 1998).

As células tumorais contém 59 cromossomos e o nimero canino normal € de
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78 cromossomos, sendo que este cariétipo consiste de 17 cromossomos
metacéntrico e 42 cromossomos acrocéntrico (BROWN, CALVERT, MacEWEN,
1980; HAHN, 1998; MULLER et al. 2001; VARASCHIN et al. 2001).

Os tumores sofrendo regressdo espontanea exibem necrose, numerosos
feixes colagenos e aumento no numero de leucocitos infiltrantes, especialmente
linfocitos (MULLER et al. 2001).

A nao transmissao do TVT entre caninos é atribuida & imunidade adquirida
pelo receptor (MULLER et al. 2001; VARASCHIN et al. 2001). Achados sugerem que
ndo somente os linfocitos T tém importante papel na regressdo espontanea deste
tumor, mas também as células B; os plasmocitos, que produzem IgG, 1gG2 e 1gG4, e
os macréfagos participam na resposta imune efetiva contra este tumor (VARASCHIN
et al. 2001).

Apesar dos muitos estudos estruturais e ultra-estruturais do TVT espontaneo
e do experimental, a origem celular deste tumor parece incerta. Células neoplasicas
expressam imunoreatividade a lisozima alfa-1-antitripsina que é um marcador de
macréfago (ALBANESE ef al. 2002), o que sugere que o tumor tenha uma origem
histiocitica (MOZOS et al. 1996; VARASCHIN et al. 2001).

Normalmente o diagnostico deste tumor se da clinicamente ou associado com
histopatologia. Contudo, quando localizado fora do aparelho genital, estes métodos
mostram-se pouco confiaveis, necessitando de técnicas complementares, tais como
imunocitoquimica, morfometria nuclear e microscopia eletronica (HARMELIN,
ZUCCKERMAN, NYSKA, 1995).

Em casos atipicos deve-se realizar o diagndstico diferencial com outros
tumores de células redondas que acometem esta espécie, como linfomas,
histiocitomas, mastocitomas pobremente diferenciados, melanomas amelandéticos ou
carcinomas indiferenciados (BROWN, CALVERT, MacEWEN, 1980; CONROY,

1983; MOZOS et al. 1996).
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Figura 3: Fotomicrografia de TVT em objetiva de 100x.

Citomorfometria em patologia

Em patologia, mudangas citomorfologicas como alteragdes nucleares em
doencas neoplasicas ou mudancgas degenerativas, sao importantes como auxilio nos
métodos diagndsticos (DeNICOLE & REAGAN, 1998). Contudo, a histopatologia de
rotina ndo consegue uma avaliagao objetiva destas mudangas. A morfometria € uma
alternativa para tornar esta avaliagédo mais objetiva. Mesmo antes do advento do
computador esta técnica era considerada simples, barata e nao necessitando de

equipamentos sofisticados (BAAK et al. 1985).
Durante as Ultimas décadas a citomorfometria por andlise de imagem

computadorizada tem sido usada para estabelecer técnicas no campo da patologia
de analise celular. As técnicas usadas com o auxilio do computador séo Uteis para
obter, mensurar, interpretar e gravar (para uma subseqlente analise da imagem
microscopica) as imagens digitalizadas do material (HAMILTON & ALLEN, 1995;
COHEN, 1996).

Algumas das vantagens das mensuragbes comparadas a visualizagao
convencional incluem: objetividade, capacidade de reprodugdo da imagem e a

habilidade de detectar mudangas n&o aparentes pelo método convencional
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(HAMILTON & ALLEN, 1995).

Basicamente a técnica consiste na figura microscopica real sendo convertida
a imagem digital e dividida em grade ou pixel (figuras de elementos ou subunidade)
arranjados em colunas e linhas, como partes individuais de um mosaico. Quanto
maior o numero de pixels na imagem melhor sera a resolugdo (HAMILTON &
ALLEN, 1995; COHEN, 1996).

Em patologia a analise de imagem, aléem de fornecer mensuragoes basicas
das células tumorais, pode ser usada em tumores para identificar e quantificar a
“ploidia” nuclear, receptores nucleares marcados por imunocitoquimica, marcadores
imunolégicos de células endoteliais e oncogenes (SHAN et al. 1995; COHEN, 1996).
Em tumores, a desvantagem do sistema de graduagdo por histopatologia
convencional € sua natureza subjetiva. De acordo com estudos, a concordancia
entre patologistas na graduagéo de tumores raramente excede 80 a 90% dos casos
(BAAK et al. 1985). A morfometria permite uma avaliagio objetiva de alteragbes
histopatoldgicas, diminuindo o alto grau de subjetividade da avaliagdo visual
realizada pelo patologista, por confirmar e classificar os tipos celulares de acordo
com suas caracteristicas morfologicas. Além disso, esta avaliagdo permite
freqiientemente a subclassificagdo de tumores. Morfometria tem se mostrado Util
também como um apurado indicador de prognostico (BAAK ef al. 1985; GHALI et al.
1992: HAMILTON & ALLEN, 1995; COHEN, 1996; MINKUS et al. 1997).

Pode-se usar como técnicas para mensuragdées morfométricas as
mensuragbes lineares, estereologia, sistemas computadorizados interativos e
imagens computadorizadas processadas e analisadas automaticamente (HAMILTON
& ALLEN, 1995).

O sistema interativo consiste de uma caneta eletromagnética ou mouse,
ligado a um computador, através do qual € desenhado um trago ou marcado um
objeto que posteriormente serd mensurado ou contado. O computador calcula as
dimensdes ou o nimero de objetos destacados € armazena estes dados. Sistemas
como estes comumente sdo usados na coleg¢éo de dados histo e citomorfométricos e
em particular para o exame das caracteristicas de nicleos (HAMILTON & ALLEN,

1995).
O futuro da morfometria microscopica em patologia inclui a padronizagéo de
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novas técnicas para sub-classificacdo de tumores, diagnostico, progndstico, ajuda
em decisdes terapéuticas e reconstrugdes de imagens tri-dimensionais a partir de
cortes bi-dimensionais. Esta metodologia tem sido util para identificar bordas pre-
cancerigenas em Casos de tumores com baixo potencial maligno ou em éareas de
locais de riscos (HAMILTON & ALLEN, 1995; COHEN, 1996).

No caso de tumores malignos é possivel avaliar as condigdes de cada
populagdo celular € 0S diferentes graus de pleomorfismo. Nestes, a uniformidade
celular geralmente esta perdida e em casos de tumores pobremente diferenciados o
grau de pleomorfismo pode ser tdo severo que dificulta até mesmo a identificagéo do
tipo de tecido envolvido. Em tecidos normais, hiperplasias ou tumores benignos, o
tamanho nuclear geralmente & uniforme. Mas, em casos de tumores malignos, o
tamanho do nticleo pode ser entre uma vez e meia a duas vezes o tamanho normal
(DeNICOLE & REAGAN, 1998).

Alteragdes na morfologia nuclear tém sido importantes na patologia do cancer
de mama. Nestes casos, 0 aumento na area nuclear esta correlacionado com a
diminuigdo no tempo de sobrevida. A quantificagéo de parametros nucleares € uma
ferramenta muito Gtil no diagnéstico € prognostico destes tumores (PIENTA &
COFFEY, 1991).

Geralmente © diagnostico histopatolégico de rotina € suficiente para
nciar histiocitoma, mastocitoma e TVT. Contudo, algumas vezes este método

difere

torna-se ineficaz para O diagnéstico diferencial, principalmente quando o TVT
primario n&o se localiza na genitalia. A morfometria citolégica destes tumores pode
ser Gtil nestes casos e em €asos onde ha duvidas quanto ao diagnéstico. Contudo,

para a utilizagdo de tal metodologia € indispensavel uma caracterizagio

morfométrica prévia destes tumores.
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lll. MATERIAL E METODO

Material biolégico

Foram utilizadas 15 laminas de histiocitoma, 15 laminas de mastocitoma e 15
laminas de TVT, provenientes do arquivo do Laboratério de Patologia Animal do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia. Todas as laminas
estavam coradas com Hematoxilina e Eosina (HE), tinham sete micrémetros de
espessura e eram originadas de casos com diagnéstico clinico e histopatoldgico de
histiocitomas e mastocitomas localizados na pele de caes e TVT localizados na
genitalia externa.

Estas laminas foram pré-selecionadas, sendo escolhidas as laminas com
melhor qualidade de corte, coloragéo e caracteristica do tumor. Para verificagao do
tipo de tumor, estas laminas foram avaliadas por dois patologistas experientes e

somente as laminas em gue houve concordéncia no diagndstico foram utilizadas.

Captura e processamento das imagens

Todos estes cortes histologicos foram analisados através de imagens
digitalizadas obtidas em microscépio Olympus Triocular BX40 acoplado a camera
Oly-200, ligada a um computador PC através de placa digitalizadora Data
Translation 3153. As imagens foram obtidas com o microscépio em objetiva de
imersao de 100x.

As imagens capturadas foram em numero suficiente para que 100 nucleos de
células tumorais de cada caso fossem segmentados.

Os nucleos foram segmentados em um processo interativo utilizando o
software Gimp, produzindo uma figura em escala de cinza. Esta nova figura em tons
de cinza foi recortada e colocada em outra figura com o fundo branco de tamanho
200 x 200 pixels. Tomou-se o cuidado de se segmentar somente nucleos de células
tumorais e ndo sobrepostos. E importante salientar que as imagens em tons de cinza

possuem valores de pixel entre zero (preto absoluto) e 255 (branco).
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As regides correspondentes ao nucléolo e regides de heterocromatina, de
coloragao mais escura, foram denominadas Regides de Interesse e abreviadas
como ROI (“‘Region of Interest”). Para selecionar estes ROls calculou-se o valor
meédio dos pixels que formava a imagem do nucleo e posteriormente todo pixel que
estivesse abaixo de 84% deste valor médio foi transformado em preto e o restante
em branco. Desta forma somente as partes mais escuras da figura ficam visiveis.
Para escolher o valor de referéncia para gerar os ROls foi realizado diversos testes,
sendo escolhido 84% do valor médio dos pixels porque este valor geralmente faz
com que os nucléolos tornem-se ROls isolados daqueles formados pela
heterocromatina periférica. Inicialmente, escolheu-se como valor de referéncia o
valor médio dos tons de cinza e observou-se que o nucléolo nao se separava da
heterocromatina e uma grande quantidade de eucromatina era erroneamente
identificada como heterocromatina. Assim, foram realizados novos testes utilizando-
se como valor de referéncia diferentes porcentagens do valor médio dos tons de
cinza. A cada novo valor de referéncia, cerca de 100 nucleos escolhidos
aleatoriamente de diversos casos eram avaliados quanto a separagao do nucléolo e
quanto a preservagdo das caracteristicas da heterocromatina. Este processo foi
realizado diversas vezes, até verificar-se que o valor de 84% da média era o que

melhor preservava as caracteristicas da heterocromatina e separava o nucléolo.

Figura 4: Imagem do nucleo segmentado seguido do nuicleo em tons de cinzas.
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Analise das imagens

A analise das caracteristicas dos nulcleos foi realizada por rotinas
desenvolvidas no ambiente de programagdo Scilab. Uma vez que os tumores
analisados apresentam grande pleomorfismo, torna-se dificil apenas pela analise
dos cortes a microscopia de luz definir quais caracteristicas dos nucleos seriam mais
importantes na diferenciagdo dos tumores. Sendo assim, inicialmente foram
avaliadas somente as medidas basicas mais freqiientemente utilizadas em patologia:
area (a), perimetro (p) e elipsidade (e). Posteriormente, foram realizadas outras
medidas nucleares mais elaboradas e medidas dos ROls, citadas a seguir: largura
(I), comprimento (c), razéo largura /comprimento (l/c), nuimero de ROIs (nR), area
média dos ROIls (aR), perimetro médio dos ROlIs (pR), distancia média dos centros
de massa dos ROIls ao centro de massa do nucleo (dmR), distancia do centro de
massa do principal ROl ao centro da massa do nucleo (dpR), alongamento do
principal ROI (apR), alongamento médio dos ROIs (amR), lacunaridade (lc), primeiro
e segundo autovalores da matriz de distancia (paR) e (saR), média da raz&o de
ocupacéo dos ROIs (moR), desvio padréo da razéo de ocupagéo dos ROls (doR) e
razdo espectral da distancia (redR).

Uma vez obtido estas medidas foi verificado o grau de entropia, para

quantificar o pleomorfismo nuclear em cada caso.

A seguir esta detalhado como estas caracteristicas foram calculadas.

1- Area (a)
Quando uma imagem é digitalizada, ele passa a ser interpretada pelo

computador como uma matriz.

@ (b)
Figura 5: (a)- Imagem do objeto original, (b) — Imagem do objeto depois da
digitalizagéo (forma discreta).
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Cada elemento a (i, j) dessa matriz € denominado pixel.
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Figura 6. Representagdo de uma imagem através de uma matriz

A area de uma imagem € dada pela soma de todos os pixels que a compde.

2- Perimetro (p)
Define-se o contorno da imagem, seqiienciando os pixels da borda, como na

figura:

= =

'_'J::__( -

(b) ©

Figura 7: ({aa}) Imagem do objeto original, (b) — Imagem do objeto depois da

digitalizagéo (forma discreta), (c) — Contorno da imagem digitalizada.

Vemos na figura 7(c) trés tipos de ligagdo entre os pixels: vertical (a),
horizontal (b) e diagonal (c). A contribui¢ao (C) de cada ligacéo (ligagdes sujeitas a

rotagdes) ao comprimento total do contorno é dada por:

(@) e _E_. (b) contribuicdo no comprimento total C = 1.

(c) contribuigdo no comprimento totalC = NCW

Desta maneira 0 perimetro € aproximado por:
P=na+nb\/?j

onde, “P” o valor do perimetro, “na” € o numero de pixels em ligagtes
H

. . “ ” A ¢ H . ~ . .
horizontais e verticais € nb” é o nimero de pixels em ligagbes diagonais.
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3- Largura (I) e Comprimento (c)

O centro de massa de cada nucleo foi determinado e o nicleo foi transladado
a uma posicdo onde o novo centro de massa corresponda a origem dos eixos da
coordenada Cartesiana. Tendo normalizado a posi¢do do ndcleo, sua principal
orientagdo foi encontrada usando analise de componentes principais (PCA). Este
processo envolve a matriz de covariancia das coordenadas dos pixels que compdem
o nucleo; foram determinados seus auto-valores e seus auto-vetores e usado os
dltimos para definir uma transformagdo linear que rotaciona o objeto original
deixando o eixo x alinhado ao longo da orientagao da maxima dispersdo. Os dois,
auto-valores obtidos ddo as respectivas maxima e minima dispersdo no novo
sistema de coordenada.

Apos reposicionar o objeto, a projecdo dos pixels no eixo x permite .determinar

o comprimento do ntcleo e a proje¢ao no eixo y corresponde ao vaior da largura

Figura 8: Imagem original do ncleo antes e apos o reposicionamento do nucleo
para a verificagao da largura e do comprimento do nucleo.

4- Largura/Comprimento (l/c)
E o resultado da divisdo dos valores obtidos no calculo da largura pelo valor

obtido no célculo do comprimento.

5- Elipsidade (e)
Elipsidade é descrita como a média do alongamento ao redor do nticleo

normalizada entre 0<e<1, ela é definida como:
e=(c-I)/(c+])

6- Ntmero de ROIs (nR)
Ap6s determinar 0S ROIs é contada a quantidade destas manchas:
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Figura 9: Representagdo dos ROIs contidas em uma imagem.

7- Area média dos ROIs (aR)
Mensurou-se a area de todos os ROIs de um nucleo e em seguida calculou-

se a média destas areas.

8- Perimetro médio dos ROIs (pR)
Média dos perimetros dos ROls dentro de um nucleo.

9- Distancia média entre os centros de massa dos ROls e o centro de massa

do nucleo (dmR).
Calcula-se a distancia entre o centro de massa de cada ROl ao centro de

massa do nucleo e obtém-se a média destes valores.

Figura 10: Representag&o da distancia dentre os ROls e o centro do nucleo.

Coordenadas do centro de massa da célula: (Xcm, Ycm)

Coordenadas do centro de massa do n-ésimo ROI: (Xcmn, Ycmn)

Dn= \RXcmn - Xcm)2 + (chn - ch)2

Em seguida, no caso de haver mais de um ROI, tiramos a média destes

valores.
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10- Distancia entre o centro de massa do principal ROl e o centro de massag

do nucleo (dpR).
Calcula-se a distancia do centro de massa do principal ROJ ao centro de

massa do nucleo.

11- Alongamento do principal ROl (apR) e alongamento médio dos ROls
(amR)

Por meio da analise dos componentes principais (PCA) (COSTA & CESAR
JR, 2001), é determinado o eixo principal do ROl e o eixo secundario perpendicular.
A razéo entre estes determina o alongamento do ROI, sendo que quanto mais
préximo de 1, mais esférico ele é. Calculando-se o alongamento de cada ROI foi

possivel calcular-se o alongamento do principal ROl e o alongamento médio de

todos os ROls.

12- Lacunaridade (Ic)
Usamos uma “caixa” de s x s inicialmente colocada no canto supetrior

esquerdo da imagem contendo os ROIls. A somatéria dos valores dos pixels dentro
da caixa € calculada a medida que a caixa € movida pixel por pixel para a direita. O
resultado da somatodria de cada posicdo da caixa que estiver totalmente sobre o
ndcleo é armazenado em um vetor S. Foi utilizado valores de s variando de 2em?2
pixel, com minimo 2 e maximo 20 pixels. Para cada valor de s 3 lacunaridade foj

] , onde 0 é o desvio padrdo e m é 3 média de S
m

o
calculada como: [ = log[-—;

20
(EINSTEIN et a/.1998). A lacunaridade de cada nucleo foi definida como 7 = j Lds.
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Figura11: Esquema representativo de.c_or.no foi calculada a |acunaridade do nucleo
(a caixa s X S & colocada inicialmente no canto superior esquerdo da
imagem, mas, somente os valores enqontrados .d%ntro do .nucleo sao
considerados na formacao do vetor): 1- primeira posigao da “caixa” com 2 x
2 pixels que sera considerada na formagao do vetor S; 2- a “caixa” se move
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1 pixel & direita; 3- Ultima posigéo da caixa que participara da formacéo do
vetor S com 2 x 2 pixels; 4- Reinicio com “caixa” 4 x 4 pixels (a “caixa”
aumenta de 2 em 2 pixels); 5- deslocamento da caixa 4 x 4 pixels para a
direita; 6- fase final formagéo do vetor S com “caixa’4 x 4 pixels. Assim o

processo se repete até a caixa 20 x 20 pixels.

13- Autovalores da matriz de distancia (paR e saR)
Foram obtidas as distancias entre cada centro de massa dos ROIls e do

centro de massa da célula e foi montada uma matriz de distancias, sendo esta uma
matriz simétrica. Foram entdo calculados os autovalores desta matriz e ordenados
decrescentemente. Os dois maiores autovalores foram considerados como variaveis

de caracterizagdo da distribuicao dos ROls, sendo que estes ndo dependem da

ordem dos ROls e s&o invariantes a rotagao, translagao e reflexao.

AA AB AC AD
BA BB BC BD
CA CB CC CD
DA DB DC DD

Figura 12: Representagéo da distancia entre os centros dos ROIs e o nucleo da
célula e sua respectiva matriz.

14- Média e desvio padrdo da raz&o de ocupagao dos ROls (moR e doR).

Promoveu-se a dilatagdo dos ROIs pixel a pixel, até que estes preenchessem
toda a célula. O local onde a dilatagéo de ROls vizinhos se tocam forma uma linha
que demarca o limite da “regido de ocupagdo” destes ROIs. Assim, o conjunto das
linhas formadas pela dilatagéo de todos 0s ROIs forma uma divis&o territorial do
nlcleo para cada ROI. A razAo de ocupagdo é a divisdo da drea ocupada pelo ROJ
por sua &rea territorial. Foram considerados como variaveis de caracterizacao de

textura do nucleo a média (moR) e o desvio padréo da razdo de ocupacgido dos ROls

(doR) (COSTA, 1999)
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Figura 13: Representagéo da regi&o de ocupagao de um ROI. A1 é a area do ROl e
A2 é a area da ocupagéo do ROL.

15- Razéo espectral da distancia (redR)
E a razdo entre os dois autovalores da matriz de distancias (menor pelo

maior).

16- Entropia
A entropia das caracteristicas morfometricas de cada caso foi calculada para

determinar o pleomorfismo. Dado uma probabilidade de densidade estatistica p(f,,
f5...,fy) descrevendo as N medidas observadas (fi), a entropia E de cada
distribuigdo, obtida da fregiiéncia relativa do histograma, pode ser calculada pelo
uso da equagdo a seguir. A entropia minima (zero) deve ser obtida caso toda
observacao for caracterizada por valores constantes. Uma alta entropia seria obtida

com uma alta distribuigdo de observagdes ao longo do espago mensurado.

5555 S f VoA S f W -

Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o programa S-PLUS. Foi realizada
analise de variancia, pelo método ANOVA e T de Student para diferencas entre

médias para as medidas obtidas em cada tipo de tumor.
Também foram realizadas analises discriminantes candnicas para as

Seguintes situagoes:
(3M3T): Area, perimetro € elipsidade para os trés tipos de tumores (duas

fungses).
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(TM3T)- Todas as medidas para os trés tipos de tumores (duas fungdes).

(TM2T)- Todas as medidas analisadas e todos os casos de histiocitoma e de
TVT (uma fung&o).

Destas analises foram criadas fungdes discriminantes, a partir das quais
foram obtidas as variaveis canénicas para cada célula. Para tal multiplicou-se o valor
de cada medida de um determinado nticleo pelo coeficiente candnico equivalente,
sendo a somatéria dos valores obtidos a variave! canénica deste nucleo.

Por exemplo: um determinado nlcleo de mastocitoma possui area igual a
1753,00 pixels, perimetro igual a 159,05 pixels e elipsidade igual a 0,20. Quando se
considera a fungéo discriminante obtida na situagdo em que os trés tumores foram
analisados através das medidas basicas, deve-se usar a fungdo canénica para esta
situagdo. A fungdo entdo ficaria assim: (-0,0006.1753) + (-0,0233.159,05) + (-
3,442.0,20) = - 4,43 ¢é a variavel canonica deste nicleo, onde os valores marcados
em azul sdo os coeficientes candnicos desta situacdo e os em preto s&o originados
das andlises do nucleo. Para cada niicleo é possivel obter uma ou duas variaveis
Candnicas dependendo da situag&o.

Estas novas variaveis, calculadas a partir de todas as medidas, otimizam a
capacidade de uma correta classificagdo. Calculando-se o coeficiente de correlacéo
entre as caracteristicas morfometricas € as varidveis canénicas foj possive|
determinar a estrutura candnica. O valor absoluto destes coeficientes permite
verificar o quanto cada variavel mensurada influenciou na formacdo da variave|
candnica. Quanto maior valor, maior € a participagdo de uma determinada variavel|
(medida).

Apbs a obtengdo das funges discriminantes foram calculados os erros
estimados. Estes valores s&o referentes ao erro encontrado apés uma
reclassificagdo dos nticleos usando as variaveis candnicas, desconsiderando as
variaveis iniciais. O erro estimado é a porcentagem de nicleos que nédo foram
corretamente classificados. Pode-se obter o erro estimado na reclassificagdo dos
nlcleos de cada tipo de tumor e o erro total, onde s&o considerados os erros
ocorridos nos tipos de tumores analisados.

Na tentativa de melhor verificar a eficiéncia da fungao discriminante ng
separagéo dos tumores foi realizado a “cross-validation”. Neste método uma amostra
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das células é excluida e a fungéo discriminante é re-estimada. A partir do resultado
encontrado na andlise discriminante, as células retiradas séo re-classificadas e o
erro na classificagdo é calculado. Uma vez calculado o erro, estas células retornam
para os dados iniciais e outra amostra é retirada. Isso se repete exaustivamente até
que todos as células tenham sido re-classificadas usando este método. O erro final &

a média dos erros obtidos.



IV. RESULTADOS

As meédias, desvios padrGes e a existéncia de diferencas entre as médias dz
medidas de cada tipo de tumor, obtidas através de analise de variancia (ANOVA

estado demonstradas na Tabela 2:

Tabela 2: Média e desvio padrdo das medidas usadas nos trés tipos de tumores
Média e desvio padrao

e

e e

Medidas Histiocitoma Mastocitoma TVT
a (um?) 32,417+ 84,92 26,43°+ 6,38 29,18%+ 7,06
p (um) 20,86%+ 2,80 18,83°+ 2,31 19,77+ 2 45

e 0,132+ 0,07 0,12°+ 0,06 0,11°x 0,05

I (umy) 5,66+ 0,89 5,14°+ 0,75 5,46°+ 0,80
¢ (um) 7,29%+ 1,05 6,57°+ 0,86 6,82°+ 0,86
lic 0,782+ 0,10 0,782+ 0,10 0,80+ 0,09
nR 3,90%+ 2,31 342°+ 2,14 3,81°£ 2,14

aR (um?) 1,127+ 1,32 1,52°+ 2,02 1,129+ 1,33

PR (um) 6,812+ 5,00 8,62°+ 7,23 6,772+ 582

dpR (um) 1,51%£ 0,82 1,21°£ 0,63 1,32°+ 0,67

dmR (um) 1,84%£ 0,82 1,48+ 0,58 1,70°+ 0,57
apR 0,337+ 0,20 0,37°+ 0,21 0,41°+ 0,22
amR 0,30°+ 0,14 0,32°+0,15 0,32°+0,14

lc 9,42%+ 6,60 5,93°+ 7,31 8,03°+ 6,32
paR 101,60+ 86,75 65,91°+ 56,11 90,48°+ 67,72
saR 7,52%P+ 4,44 -6,84%+ 4,01 747%+ 422

moR 0,10°+ 0,10 0,13°£ 0,14 0,11%+ 0,11
doR 0,049%°+ 0,04 0,046°+ 0,04 0,052°+ 0,04
redR -0,21%+ 0,31 -0,28"£ 0,35 -0,20%+ 0,30
Entropia 1,57%+ 0,25 1,35°+ 0,17 1,47+ 0,22

Para cada analise de discriminante foram obtidas uma oy duas funcdes

canénicas. Os coeficientes canbnicos de cada uma das fungées estio demonstrados

na Tabela 3

Tetras diferentes em uma mesma linha referem a diferenga estatistica entre os tumores



Tabela 3: Coeficientes canonicos das funcdes discriminantes:

3M3T TM3T TM2T
Medidas Fungao Fungao Fungao Fungao Fungao
candnica 1 candnica 2 canénica 1 candnica 2 candnica 1
a -0,0006 -0,0004 -0,0005 -0,0013 -0,0003
p -0,023 0,015 -0,026 -0,010 -0,039
e -3,442 -15,48 0,12 0,282 -11,764
l -0,058 -0,103 0,208
c -6,04 -17,686 -0,0938
i/c -1,159 -11,209 -15,523
R 0,0002 0,001 0,267
AR 0,0073 0,006 0,0003
bR 0,553 -0,177 0,003
doR 0,01 -0,046 0,030
dmR 1,223 3,234 -0,038
apR -0,025 0,057 2,960
amR -0,568 -1,445 -0,125
Ic -0,011 -0,032 0,018
saR 0,015 0,008 0,050
saR -0,051 -0,071 -0,079
TR 2,086 2,414 0,036
doR -1,366 5,533 3,263
odR 0,087 1,407 1,039
Tabela 4: Estrutura canonica de cada funcao:
3M3T TM3T 2TTM
_ _ — _
Wedidas F”,”9é°1 CaFn%"nﬁﬁg 2 c:n%?iis 1 caFnuén%ig 2 cai\:nuc“)nn%sg 1
7 0.20 0,76 0,01 0,41
b 0,98 0,21 0,76 0,02 0,42
p 010 -0,99 -0,06 -0,42 -0,17
© ! 0,61 0,22 -0,28
! -0,74 -0,16 -0,47
© 0,06 0,41 0,16
Ve 0,21 0,17 -0,20
nR 0,24 -0,29 0,13
aR 0,28 0,36 0.12
PR 0,42 -0,08 0,92
dpR 0,56 0,19 0,56
dmR 0,22 0,62 0,39
apR 0,16 0,15 0.16
amR -0,50 0,16 -0,46
lc 0,48 0.25 0.31
paR 0,16 -0,01 0,37
saR 0,18 -0,15 -0,15
moR -0,06 0,26 0,26
doR -0,20 0,30 0,30

redR J—
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A Tabela 4 mostra a estrutura candnica que é composta pelos coeficientes de
correlagdo entre a variavel candnica e cada variavel utilizada na fungao
discriminante.

Na Tabela 5 podemos observar o erro estimado para todos os casos de
histiocitoma, mastocitoma e TVT, usando as medidas basicas (3M3T). A Figura 14 é
a representagdo da distribuicdo dos nucleos analisados considerando as duas

variaveis canonicas obtidas com as medidas basicas.

Tabela 5: Erro estimado na identificagéo do tipo de tumor utilizando-se as funcées
candnicas obtidas com as medidas basicas.
% de nucleos % de nucleos

% de nucleos

. classificados classificados e Porcentagem
Tipo de tumor " —— classificados s arie
P i como TVT
Histiocitoma Mastocitoma
Histiocitoma 53% 27,6% 19,4% 47%
Mastocitoma 22,26% 54,47% 23,27% 45%
TVT 34,6% 38,2% 27,2% 72%
55%

Total
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Figura 14: Visualizagdo das variaveis canénicas de todos os nucleos de histiocitoma,
mastocitoma e TVT, considerando-se as medidas basicas.

Neste tipo de grafico o ponto central das trés retas (onde as trés retas tem

inicio) corresponde no eixo y a média da variavel candnica 1 de todos os nucleos
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analisados (casos de Histiocitoma, Mastocitoma e TVT) e no eixo x & média da
variavel candnica 2 de todos os nucleos analisados. Cada tipo de tumor tem um
espago correspondente no grafico baseado nos valores de suas variaveis, ou seja,
cada nucleo esta representado no grafico tendo como valor no eixo y sua variavel
candnica 1 e no eixo x sua varidvel candnica 2. Sendo assim os casos de
Histiocitoma se localizam na regido inferior do grafico, os casos de Mastocitoma na
regiao superior esquerda e 0s casos Qe TVT na regiao direita (entre as duas retas
diagonais). Para criar as retas de separagéo entre os tipos de tumores, calcula-se a
média das variaveis canbnicas 1 de um tipo de tumor (sendo este o valor de da
coordenada y do ponto) e a média das variaveis canénicas 2 deste tumor (eixo x);
plota-se este ponto e liga-se este ao ponto central calculado com base em todos os
nlcleos analisados, formando assim uma reta. Por exemplo: para calcular o ponto
de separagao entre os casos de Histiocitoma e de Mastocitoma, faz-se a média dos
valores da variavel candnica 1 dos ndcleos que compdem estes grupos e faz-se o
mesmo com a variavel candnica 2; plota-se este ponto e ligando este ponto ao ponto
central das trés retas obtém-se entdo a reta de separagao entre estes tumores (reta
horizontal a esquerda do grafico)

Na tentativa de melhor diferenciar os tipos de tumores, foram utilizadas
outras medidas mais elaboradas e ja citadas em Material e Método. A Tabela 6
mostra o erro estimado na identificagdo de histiocitoma, mastocitoma e TVT
utilizando-se as fungdes canonicas obtidas com todas as medidas (TM3T). A Figura
15 é a representagédo da distribuicdo dos nucleos analisados considerando as duas

variaveis candnicas obtidas com todas as medidas.

Tabela 6: Erro estimado na identificacdo do tipo de tumor utilizando-se as fungdes
candnicas obtidas com todas as medidas

% de nicleos % de nucleos % de nucleos Porcentagem

Tipo de tumor  classificados  classificados classificados de erro
como como como TVT
Histiocitoma Mastocitoma
Histiocitoma 54,53% 21,8% 23,67% 45%
Mastocitoma 17,.8% 55,13% 27,07% 44%
TVT 28,33% 30,2% 41,47% 58%

Total 49%
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Figura 15: Visualizagdo das varidveis canbnicas dos nucleos de histiocitoma,
mastocitoma e TVT, considerando-se todas as medidas.

Como a diferenciacdo obtida em todas as andlises realizadas utilizando os
trés tipos de tumores em questdo ndo foi ideal e tentando melhor diferenciar os
casos de histiocitoma e TVT, que sdo os de maior dificuldade na diferenciagao na
histopatologia tradicional quando em locais ectopicos, foi realizada a analise de
discriminante candnica excluindo os casos de mastocitomas.

Na Tabela 7 pode-se verificar o erro estimado para identificagéo dos nucleos
de histiocitoma e TVT utilizando-se a fungdo discriminante criada a partir de todas
as medidas (TM2T). A Figura 16 ¢ a representacdo da distribuigédo dos nucleos de

histiocitoma e TVT considerando a variavel canénica obtida com todas as medidas

destes tumores.

Tabela 7: Erro estimado na identificagdo de TVT e histiocitoma utilizando-se a
funcao discriminante obtida com todas as medidas.

% de nucleos

classificados

% de nucleos

Tipo de tumor classificados Porcentagem de erro

como

Histiocitoma como TVT
Histiocitoma 62,6% 37,4% 37%
TVT 33,33% 66,67% 33%

Total 35%
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E importante ressaltar que para todas as situagbes analisadas o err

estimado na “cross-validation” foi semelhante ao erro a priori.

-
VT T ——

Histiocitoma 00 G&M °

T

i
20 -18 16 .14
Variavel canénica

Figura 16: Visualizagao das variaveis canonicas dos ntcleos de histiocitoma e TVT
considerando-se todas as medidas. :
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V. DISCUSSAO

A caracterizagdo morfométrica dos nidcleos das células tumorais de
histiocitomas, mastocitomas e TVT foi sumarizada pela Tabela 2. Nela observamos
que as médias de area (a), perimetro (p), largura (1), comprimento (c), distancia do
principal ROI ao centro da massa do nucleo (dpR), distdncia média dos ROIs ao
centro da massa (dmR), alongamento do principal ROl (apR), lacunaridade (Ic) e
primeiro autovalor da matriz de distancia (paR) foram diferentes estatisticamente
entre os trés tipos de tumores. Tendo o histiocitoma a média mais alta para area (a),
perimetro (p), largura (I) e comprimento (c) demonstrando que os nicleos das
células de histiocitoma tendem a ser maiores que os dos outros tumores.

O numero de ROl (nR) foi estatisticamente maior nos casos de histiocitoma e
de TVT, porém a area (aR) e o perimetro médios (pR) destes ROls foram
estatisticamente maiores nos casos de mastocitoma, demonstrando que o niimero
de ROIls & maior nos casos de histiocitoma e de TVT e estes sdo maiores em area e
perimetro nos casos de mastocitoma. A média da razdo de ocupagao dos ROls
(moR) foi maior para mastocitoma, demonstrando que a proporgado de
heterocromatina e eucromatina é maior neste tioo de tumor. Ainda sobre a area dos
ROIs (aR) é interessante verificar que em todos os casos estudados, o desvio
padrdo foi superior @ média, mostrando uma grande variagdo nas areas de ROls
(aR). Para os casos de mastocitoma isto é ainda mais evidente, demonstrando
grande pleomorfismo na cromatina deste tumor. Sendo os valores da distancia do
principal ROI ao centro de massa (dpR) e da distancia média de todos os ROls ao
centro de massa (dmR) maiores nos casos de histiocitoma e de TVT podemos
verificar que a heterocromatina e o nucléolo estdo distribuidos mais perifericamente
no nucleo nestes tipos de tumores comparade ao mastocitoma. Podemos verificar
também que ha uma maior distancia entre o centro de massa de cada ROl nos
casos de histiocitoma e de TVT, pois os autovalores da matriz de distancia (paR e
saR) foram maiores para estes tumores. A meédia da lacunaridade (Ic) foi
estatisticamente superior nos casos de histiocitoma, o que demonstra uma maior
heterogeneidade na distribuicdo dos ROls. Entretanto, o maior valor de desvio
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padrdo para a lacunaridade (ic) foi para o mastocitoma, demonstrando que este
tumor ndo mantém um padréo de distribuicdo da heterocromatina de um caso para

outro.
(aR) e perimetro medios (PR) dos nucleos sdo

Como a area
s em cada tumor, poderia ser sugerido 0 uso somente

significativamente diferente
destas caracteristicas como critério para auxiliar o diagnostico diferencial destes
tumores. Ja a elipsidade () foi semelhante nos casos de histiocitoma e mastocitoma
e menor nos casos de TVT. Essas caracteristicas, sdo freqiientemente utilizadas em
estudos morfométricos de tumores (BAAK ef al. 1985; GHALI et al 1992
HAMILTON & ALLEN, 1995; COHEN, 1996; MINKUS et al. 1997).

s na identificagdo destes

Com o intuito de potencializar 0 USO destas medida
e canodnica, gerando-se duas

tipos de tumor, foi realizada a analise de discriminant
s candnicos da situagao 3M3T da

fungdes discriminantes, definidas pelos coeficiente
Tabela 3. Entretanto, observando a Tabela 5 e a Figura 14 verifica-se que o erro

estimado & muito grande, demonstrando a pouca eficiencia do simples uso destas
no diagnéstico diferencial destes tumores.

caracteristicas como ferramenta de auxilio
Na analise de discriminante candnica assume-se que os dados s@o

homeocedasticos, ou seja, que suas matrizes de covariancia sao homogéneas. No
Presente trabalho néo 0COITe homoscedasticidade, contudo, segundo Tabachnick e
Fidell (2001) este fato ndo invalida, mas ha um enfraquecimento da analise.

Freqiientemente, as condiges ideais
ye sejam con

tura destas premissas quando sdo

para a aplicagéo de métodos estatisticos nao

s&o conseguidas, porém, desdeé d hecidas as limitagdes dos resultados

obtidos nestas condigdes, € aceitavel a rup

obtidos resultados relevantes.
Na tentativa de se obter melhores resultados no uso da citomorfometria no

diagnestico de histiocitoma, mastocitoma € T
étrica do nucleo das células tumorais, as quais levam

textura da cromatina (TM3T). Assim, é

15 que o erro para cada tipo de tumor

VT, foram propostas outras medidas

para a caracterizagdo morfom

em consideragdo a forma do nucleo € a

Possivel observar na Tabela 6 € Figura

diminuiu, diminuindo assim 0 rro total.
E importante salientar que quando foram utilizadas somente as medidas

basicas. as calulas de TVT eram identificadas em sua maioria como células de

SISBIUFY
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outros tumores, inviabilizando o uso destas medidas no diagnéstico diferencial
destes tumores. Com a implementagdo das novas medidas no geral todos os
tumores passaram a ter a maioria das células identificadas corretamente. Contudo,
os erros estimados permanecem relativamente altos, sugerindo que tal metodologia
seja usada somente como auxiliar no diagnéstico.

A dificuldade de se identificar corretamente estes tumores poderia ser devido
aos varios graus de pleomorfismo encontrados em cada caso de mastocitoma,
dependendo do grau de malignidade (FOX, 1998; GRAHAN & O’KEEFEN, 1998 e
MULLER et al. 2001). Contudo, o mastocitoma foi o tipo de tumor com menor
entropia, ou seja, com menor pleomorfismo. Isso sugere que provavelmente os
casos de mastocitomas utilizados neste experimento eram de pouca malignidade.
Nesse estudo, os mastocitomas nao foram pré-classificados pelo grau de
pleomorfismo, ou seja, de malignidade. A dificuldade encontrada na identificagéo de
mastocitomas através da morfometria dos nucleos das células neoplasicas e
compensada no diagnostico histopatologico pelas caracteristicas citoplasmaticas
dessas células e pelo contetido encontrado entre elas, tal como presenga intensa de
eosindfilos e feixes de fibras colagenas (Figura 2) (BOSTOCK & OWEN, 1975;
MULLER et al. 2001).

A importancia de cada medida na formagao das fungdes candnicas pode ser
verificada na Tabela 4. Nela percebe-se que geralmente quando uma medida
influencia muito uma funcéo, ela pouco pesa na outra fungéo. Isto acontece com as
medidas que melhor separam os tipos de tumores, tais como area (a), perimetro (p),
comprimento (c), distancia do centro de massa do maior RO! ao centro de massa do
nticleo (dpR), distancia média dos centros de massa dos ROls ao centro de massa
do nucleo (dmR) e lacunaridade (Ic). As medidas de pouca importancia em ambas
funcdes, tais como segundo autovalor da matriz de distancia (saR), alongamento
médio dos ROIs (amR), desvio padrdo da razdo de ocupacéo dos ROIs (doR), média
da razdo de ocupagéo dos ROIs (moR) e numero de ROIs (nR), n&o sé&o eficientes‘
para separar os tipos de tumores.

Na pratica a maior dificuldade ¢ o diagnostico diferencial entre histiocitoma e
TVT, principalmente quando estes Ultimos s&o ectépicos. Esta dificuldade € devido a

grande semelhanga morfolégica destes tumores, provavelmente por ambos serem



35

originados de histiécitos (MOZOS et al. 1996 e VARASCHIN et al. 2001). Por esta
razéo foi realizada analise de discriminante utilizando-se somente estes tumores.
Vemos na Tabela 7 e Figura 16 que o erro estimado neste caso € em torno de 35%.
Isto significa que aproximadamente 65% das células de cada caso seriam
corretamente classificadas, fazendo com que tenhamos um alto indice de acerto no
diagnostico destes tumores quando utilizamos esta metodologia.

Podemos observar que mesmo que o TVT e o histiocitoma tenham a mesma
origem, a média para area (a), perimetro (p), elipsidade (e), largura (1), comprimento
(c), razdo da largura pelo comprimento (l/c), area média dos ROls (aR), perimetro
médio dos ROIls (pR), distancia do centro de massa do principal RO! ao centro de
massa do nucleo (dpR), distancia média do centro de massa dos ROIs ao centro de
massa do nucleo (dmR), alongamento do principal ROl (apR), alongamento médio
dos ROIs (amR), lacunaridade (Ic) e autovalores da matriz de distancia maior (paR)
foram estatisticamente diferentes entre estes dois tumores.

Pode-se verificar na Tabela 4 (TM2T), que as medidas que melhor separam
TVT e histiocitoma sdo distancia do centro de massa do principal ROl ao centro de
massa do ntcleo (dpR), distancia média do centro de massa dos ROIs ao centro de
massa do ntcleo (dmR), comprimento (c), lacunaridade (Ic), perimetro (p) e area (a)
ou seja, sdo as mesmas medidas que melhor separam os trés tipos de tumores,
porém com outra ordem. Portanto, além do tamanho do ntcleo, a localizagao e
distribuicio da heterocromatina e do nucléolo s&o caracteristicas importantes na

caracterizagdo dos nlcleos das células destes tumores, mostrando-se boas como

critério de identificacao destas células.
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VL. CONCLUSAO

As médias para area (a), perimetro (p), largura (1), comprimento (c), distancia
do maior RO| ao centro de massa do nucleo (dpR), distancia média dos ROIs ao

centro de massa (dmR), alongamento do principal ROI (apR), lacunaridade (Ic) e
Primeiro autovalor da matriz de distancia (paR) foram diferentes estatisticamente

Para os trés tipos de tumores.
Na formacéo das fungdes candnicas as medidas que melhor separam os trés

tipos de tumores foram area (a), perimetro (p), comprimento (c), distancia do centro
de massa do maior RO! ao centro de massa do ntcleo (dpR), distancia medias dos
centros de massa dos ROls aos centros de massa do nucleo (dmR) e lacunaridade

(le).

cos das células neoplésicas envolvendo medidas

A morfometria dos nucl
9geométricas e caracterizagdo da textura da cromatina é uma promissora ferramenta

no diagnéstico diferencial de histiocitoma € TVT.
o diferencial de histiocitoma, TVT e mastocitoma esta

Para diagnostic
Metodologia pode ser utilizada como ferramenta auxiliar, sempre acompanhada por

Outros métodos.
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