|
|

]

Valdiana Araijo Leal g

SISBI/UFU s,

]

I

1000215497

DIFERENCIAL DA DOENCA DE MAREK E LEUCOSE LIN FOIDEr

Dissertagdo apresentada ao programa de
Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias da
Universidade Federal de Uberlandia,
Faculdade de Medicina Veterinaria, como

| requisito parcial para obtengdo do titulo de

Mestre.

Area de concentragiio: Clinica e Cirurgia

brientador: Prof. Dr. Humberto Eustaquio Coelho

Coorientador: Prof. Dr. Marcelo Emilio Beletti

i
|
|
1‘;
|
j
i
|

Uberlandia - MG
2003

MORFOMETRIA DE NUCLEOS DE CELULAS TUMORAIS NO DIAGNOSTICO



Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Veterinrias - Clinica e Cirurgia.

Faculdade de Medicina Veterinaria.Universidade federal de Uberlandia

Dissertacio defendida e aprovada em 6 de fevereiro de 2003, pela comissdo examinadora constituida

por:

Prof. Dr. Hymberto Eustaquio Coelho

Orientador

=

Prof.(lDr. Luciano da Fontoura Costa

Prof. Dr. Marcos Silva

/Qﬂ/“'}“‘ru@w A"//("'f‘ '

rengo da Silva . o
g?cffcﬁgagglrllgoLI(’)rtlogr;ma de Pos - Graduagdo em Ciéncias Veterinarias




A meus pais VALDA e EDSON,
Quantas vezes tu foste paciéncia, tu foste acalento!
Hoje eu gostaria que tu vibraste comigo.

Nio porque eu venci, mas porque juntos vencemos mais um desafio em nossas vidas.

E que diante dos proximos.
Deus permita estarmos juntos, para mais forte podermos enfrenta-los.

“...A tua presenca ¢ qualquer coisa como a luz e a vida, eu sinto que em meu gesto existe o teu gesto, e

em minha voz a tua voz”.

Ao meu noivo RICARDO, pelo estimulo,
forga, compreensdo ¢ principalmente por seu
amor.

As minhas irmas EDVALDA, EDVANIA, JULIANA e FABIANA , que sempre me deram incentivo

e forga para que eu pudesse continuar a minha jornada.

DEDICO ESTE TRABALHO



AGRADECIMENTOS

A Deus, que me deu o Dom da vida, me abengoou com a inteligéncia, e agora me proporciona a graga

de alcangar um ponto sublime na minha historia, minhas simples palavras ndo poderiam traduzir o que

realmente sinto, por isso......

A Ti honra de minha vitoria!

Ao ‘meu orientador ¢ amigo Prof. Dr. Humberto Eustiquio Coelho, por seus grandiosos

ensinamentos desde a graduagdo, me incentivando e apoiando com sua imensa paci€ncia e

companheirismo.

Ao meu Coorientador e amigo Pr
eria sido possivel sem a sua presenga e incentivo.

of. Dr. Marcelo Emilio Beletti, por sua imensa dedicag&o. Este

trabalho néo t

Muito Obrigado!!!!




AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

«
Aos professores Renato Souto Severino ¢ Frederico Ozanam pelo constante apoio durante o

Curso.

Ao técnico de laboratorio Rui Silva, pela dedicagdo e paciéncia desprendida durante o

processamento dos materiais histopatologicos.

Aos amigos e colegas de Pos- Graduagio Eduardo Mauricio € Danila Barreiro, pela amizade e

companhetrismo.

A Fernanda Borges Neto, secretaria da revista Veterinaria Noticias, € a Marcos Antonio de

Oliveira, secretario do Programa de Pos-graduagdo, pelo auxilio e boa vontade nos momentos precisos.

A Coordenagio de aperfeicoamento de pessoal de nivel superior (CAPES), pelo auxilio

financeiro, permitindo com isso a realizagdo do curso, 0 desenvolvimento deste trabalho e dos demais
b

projetos de pesquisa, realizados nos tltimos dois anos.

Aos colegas da Pos- Graduagio pela excelente convivéncia, amizade e ajuda oferecida.

E a todos que colaboraram para a realizagiio deste trabalho, os mais sinceros reconhecimentos.




SUMARIO

1. LISTA DE ABREVIATURAS. ...c.cooreoserseeserssonsims oot oo i
2. LISTA DE FIGURAS. .....cooovvooeeoossseseesssesesessaas s s s ii
3 LISTAS DE TABELAS. ... -oooeeeosiereeees et eeessesesssosse s oressss s s iv
BRESUMO. e v
B ABSTRACT oo ooeeeee s es oo vi
S INTRODUGCAO. ... oo seveesoerssisss s 50 1
6. REVISAODE LITERATURA. ...occecccivmimvnossessrrss st 2
7 MATERIAIS E METODOS..ocooeevrreresesisissmsssiers s 6
8. RESULTADOS. .. ooooosoeeeeeeees oo s s e 9
. DISCUSSAO oo oooeesee oo 16
10, CONCLIUSAO oo eeeoees e 19
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .cccoooviiririririminisssissnisisinisnsrs i 20

28

12, NORMAS ADOTADAS. ..o oeesrrsosossess sttt



LISTA DE ABREVIATURAS

DM
LL
VDM
VLL
HE

Lm

doeﬁga de Marek
Leucose Linfoide
virus da doenca de Marek
virus da Leucose Linfoide

hematoxilina eosina

micrémetro



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Corte histologico das lesdes de DM no figado (A) e bago (B) de Gallus gallus, verificando-se

a proliferaciio dos linfocitos neoplasicos e pleomorficos (seta) no parénquima — Figura 1A - 7200X;

Figura 1B - 1200X 7

Figura 2- Gorte histologico das lesdes de LL no figado (A) e bago (B) de Gallus gallus,

verificando-se a uniformidade da proliferagdo dos linfocitos neoplasicos (seta) no parénquima —

1200X. ®

Figura 3. Visualizagio tridimensional dos miicleos mensurados nos fragmentos de figado de Gallus
‘ . 12
" gallus, nas distintas neoplasias. -

Figura 4. Visualizagio tridimensional dos nticleos mensurados nos fragmentos de bago de Gallus

12

gallus, nas distintas neoplasias.---—""

Figura 5. Visualizagdo tridimensional dos nucleos mensurados nos fragmentos de bago (vermetho) e
. Visualiz

. re .
figado (azul), de Gallus gallus na Leucose Linfoide.

Figura 6. Visualizagdo tridimensional dos nicleos mensurados nos fragmentos de bago (vermelho) e
. Visualiza

figado (azul), de Gallus gallus na Doenga de Marek.




Figura 7. Visualizagdo bidimensional demonstrando a Varidvel Candnica nos fragmentos de bago de

Gallus gallus, nas distintas neoplasias. Os pontos sob as linhas sdo os valores identificados

14

corretamente em cada neoplasia.

Figura 8. Visualizagdo bidimensional demonstrando a Variavel Candnica nos fragmentos de Figado de

Gallus gallus, nas distintas neoplasias. Os pontos sob as linhas sdo os valores identificados

14

corretamente em cada neoplasia.
Figura 9. Visualizagdo bidimensional da variavel Canénica nos fragmentos de figado e bago de Gallus

gallus, nas distintas neoplasias Os pontos sob as linhas sdo os valores identificados corretamente em

15

cada neoplasia.

iit



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Médias e Desvio Padrdo da area, perimetro e esfericidade dos nucleos celulares do figado e

09

bago acometidos pela Leucose Linfdide e doenga de Marek.

Tabela 2. Coeficiente e estrutura candnica da fungdo discriminante no bago e figado de Gallus

10

gallus.

Tabela 3.Valor da variavel Candnica utilizado para diagnostico diferencial da doenga de Marek (D.M)

e Leucose Linfoide (L. L) nos fragmentos de figado e bago de Gallus gallus. 10

Tabela 4. Erro estimado utilizando-se 2 fungdo candnica para o diagnostico diferencial da doenca de

Marek (D.M) e leucose linfoide (L. L) nos fragmentos de figado e bago de Gallus gallus.-------------- 1

iv




RESUMO

<

A doenga de Marek e leucose Linfoide sdo tumores linfoides aviarios, causados por virus, ocasionando

grandes perdas econdmicas na indastria avicola. Este trabalho teve como finalidade tornar o

diagnostico diferencial entre estas duas neoplasias mais objetivo e facil com a utilizacdo da

morfometria computadorizada dos nucleos de células tumorais. Foram analisadas pela mensura¢do

nuclear dez laminas de cada neoplasia, sendo 50% bago e 50% figado, confirmadamente positivas por

exame histopatologico. Os parametros mensurados foram area, perimetro e esfericidade de 50 nucleos

em cada ldmina analisada. A maior dispersdo do
o das células dessa doenga comparada a Leucose Linféide. Os

s dados obtidos na doenga de Marek, confirmou

objetivameénte o maior pleomorfism

dados obtidos durante a mensuragdo foram submetidos a analise discrintinante candnica, construindo-se

" funges discriminantes para diagnostico no figado, bago e ambos. As trés fungGes mostraram-se

eficazes na identificacdo das diferentes células tumorais, contudo quando o érgdo utilizado foi o bago

obteve-se maior eficacia. Da mesma forma a leucose linfoide é mais facilmente identificada.

Palavras—chave: tumor, doenga de Marek, leucose aviaria, leucose linfoide, aves.
. 2




ABSTRACT

The Marek’s disease and Lyr;lphoid leucosis are neoplasics disease that occur in poultry, caused by

virus and characterized by histopatologic tumor
economic loss in the poultry industry. The aim of the s
sics by more objective, precise and q

morphometric of neoplasics cells, which has been used with great success in prognostic, diagnosis and

s in lymphoid tissue of several organs occasioning great
tudy was to improve the differential diagnosis

between these two neopla uicker using computerized nuclear

animals. Ten sections of each neoplasic were analyzed by nuclear measurements from which five of

spleen and five of liver, established positive by histopatologic diagnosis. The measured parameters

d roundness of 50 nuclei per slide
ase objectively confirmed the biggest pleomorphism of this disease

were ared, perimeter an analyzed. The biggest dispersion of the

obtained data in the Marek's dise

compared to the Lymphoid Leucosis The obtained data during the measurement were submitted to a

canonical discriminant analysis, building discriminant function for diagnosis in liver, spleen and both.
d to be effective in the identific
r spleen. In he same way the lymphoid leucosis is identified more

The three functions showe ation of the different tumors cells, however

but perfomance was obtained fo
easily.
sis, aviaries leucosis, poultry

Key Words: tumor, Marek’ s disease, Lymphoid Leuco

Vi

et i i e T A T i A4 A




INTRODUCAO

A doenga de Marek (D.M) e Leucose Linfoide (L.L) sdo enfermidades neoplasicas de
ocorréncia em aves, causadas por herpesvirus e retrovirus, respectivamente, e caracterizadas por
tumores nos tecidos linfoides de diversos 6rgdos (PAYNE; VENUGAPAL, 2000; BIGGS, 2001).

A DM ¢ transmitida horizontalmente enquanto a transmissdo da L.L ocorre por via
horizontal e vertical dentro de planteis (WEIGEND, et al. 2001).

O controle da doenga de Marek ¢ feito por vacinagio juntamente com medidas de higiene
(BIGGS‘,I2001; BORENSHTAIN; DAVIDSON, 2002), na Leucose Linfoide este € feito por

medidas de biosseguranga e resisténcia genética (WEIGEND, et al. 2001).

Os sinais clinicos destas neoplasias podem ser confundidos, assim como suas lesdes, sendo
necessario correlaciona-las histopatologicamente , possibilitando o diagnostico diferencial
(CALNEK; WITTER, 1991; CORAK, 1994; ZAVALA, 1996; BERCHIERL; MACARYI, 2000).

O diagnostico histopatologico diferencial destas enfermidades se baseia em parimetros
subjetivos como o linfopleomorfismos da Doenga de Marek (BERCHIERI, MACARI, 2000) e da
uniforrﬁidade celular na Leucose Linfoide, sendo critérios de baixa  objetividade e
reprodutibilidade, necessitando de experiéncia técnica para distingdo.

Nos tltimos anos, a mensuragdo computadorizada de nicleos tem sido utilizada com
grande éxito no prognostico, diagndstico e graduagdo de diversos tumores (VICO; MAIOLINO,
1997, BACUS et al., 1999; CARDUCCI, et al., 1999; KANAMARU et al., 2001, MONTIRONI et
al., 2000; SPYRIDONOS et al., 2001; TAN et al., 2001).

Economicamente, ocorrem grandes perdas na indastria avicola, decorrente da
imunodepressﬁo das aves atingidas nas diferentes idades (SLUILS, 1997; SILVA, 1999).

O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicabilidade da técnica de mensuragdo nuclear

computadorizada no diagndstico diferencial destas enfermidades, uma vez que ndo se encontra

relatos desta técnica em tumores aviarios.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

<

Entre os tumores aviarios de grande impacto econdmico na avicultura, destaca-se a doenga
de Marek e a Leucose Linfoide que sdo caracterizadas por tumores linfoides em diversos orgios. A
Doenca de Marek ¢é causada por herpesvirus e caracterizada por infiltragdo de células linfoides
pleomorficas nos nervos periféricos e 6rgdos viscerais, enquanto a Leucose Linfoide .é causada por

retrovirus e caracterizada por linfoproliferagao em tecidos linfoides (PAYNE; VENUGOPAL,

2000; BIGGS, 2001).

O VDM oncogénico da doenca de Marek possui quatro tipos; suave, virulento, muito
virulento e muito muito virulento, sendo disseminada pelos foliculos epiteliais das penas das aves,
pias (BORENSHTAIN; DAVIDSON, 2002; VENUGOPAL, 2000).

produzindo alto nimero de co

O controle da doenga de Marek é feito por vacinagdo juntamente com medidas de higiene,
1o entanto o virus vem sofrendo mutagdes na sua estrutura molecular e assim aumentando sua
oncogenicidade e resisténcia, dificultando o controle por vacinas (BIGGS, 2001; VENUGOPAL,
2000).

O VLL pertence ao subgrupos A e B da Leucose Linfoide Aviaria, seu controle ¢ feito por
medidas de biosseguranga e resisténcia genética de certas aves (WEIGEND et al., 2001).

Aydin et al.(1995), estudando estas doengas, constataram que estas causam tumores no
figado, baco, bolsa cloacal, coragdo e em especial nos orgdos linfoides primarios e secundarios.
Corak (1994) e Zavala, (1996) observaram ainda nestes 6rgios o aparecimento de linfomas
multiplos.

Nos altimos anos, a incorporagdo de sistemas computadorizados com digitalizagdo de
imagens tem permitido um desenvolvimento acelerado e inovador no estudo morfoldgico de

diversas enfermidades proporcionando maior objetividade, reprodutibilidade (CARDUCCI, et al.

1999; MONTIRONI et al.,2000; KANAMARU et al.,2001).




Colombel et al.(1995); Fukuzawa et al. (1995); Ruiz et al.(1995); Dey et al.(2000); Roels
et al.(2000); Milord et al.(2001) demonstraram em seus experimentos as vantagens da morfometria

¢

de niicleos sobre o diagnostico histopatologico feito por microscopia optica, demonstrando a

sensibilidade desta em detectar mudangas macroscopicas.

Hamilton e Allen (1995); Ozaki e Kondo (1995) no estudo do diagndstico diferencial de
tumores neuroendécrino maligno de benigno, observaram que a morfometria de niicleos fornece,
além da objetividade, outras vantagens, como a graduag@o e prognostico do cancer de mama com
alta reprodutibilidade. Minkus et al.(1997); Javala et al. (2001) estudando céncer ductal de mama

Invasivo, determinaram que a quantificagdo da atividade mitdtica pode ser aplicada na graduacio

deste e na selegdo de pacientes para terapia adjuvante.

Ruiz et al.(1999); Dey et al.(2000); Tan et al.(2001) buscaram correlacionar graduacdo
citoldgica visual com morfometria nuclear computadorizada de carcinoma de mama, verificando
que a mensuragdo de varios pardmetros geométricos dos nicleos melthora o diagnostico, tornando-o

mais répido e de facil classificagdo. Krongvist et al. (2000) salientaram que, além da graduagdo

histol(’)gica do tumor. a mensuragdo pode fazer a diferenciagdo tubular do cancer de mama, sendo de
2

grande relevancia clinica.

Vico e Maiolino (1997) e Bacus et al. (1999), estudando carcinomas maméarios em felinos,

constataram a eficiéncia desta técnica no diagnostico e prognostico do tumor, melhorando o

Prognostico visual com a graduagdo do pleomorfismo dos nicleos.

No estudo de cincer de bexiga, Colombel et al.(1995); Fukuzawa, et al. (1995);
Spyridonos et al.(2001); Milord et al.(2000) observaram que a confiabilidade da morfometria dos

nicleos ng quantificagio do potencial maligno do tumor toma o diagnostico mais objetivo e de

maior respaldo clinico.

Veltri et al.(2000); Ozer et al.(2001) avaliaram a importincia da morfometria

computadorizada em predizer a conduta clinica no céancer de bexiga superficial, observando seu



valioso papel na determinagio da atividade proliferativa e podendo ser correlacionada com o grau
histologico no cancer superficial de bexiga. Todavia, esta técnica tem potencial para predizer

Prognostico para tumores de bexiga, prostata e carcinoma de células renais, melhorando 0 sistema

de classificagdo dado pelo World Health Organization (CASTREN et al,.1995: NATIV et al., 1998;

WOJCIK et al., 1998; KANAMARU et al.,2001).

Nos estudos de melanomas, Mauri, et al.(1997) constaram que a avaliagdo morfométrica
dos contornos nucleares nos subgrupos de melanomas representam um prognodstico com
significincia estatistica. Williams et al. (1999) verificaram a eficiéncia da técnica de morfometria

dos nicleos quando comparada a técnica imunohistoquimica e DNA citometria de imagem na

diferenciagéo de lesdes malignas e benignas em melanoma na pele.

A avaliagio histologica requer uma experiéncia do patologista para leitura diferencial das
variaveis do prognostico e diagndstico, que para alguns sdo subjetivas, enquanto que na analise de

imagem, estas s apresentam de forma objetiva (Roels et al., 2000).

Vico et al. (1997); Bacus et al. (1999), Roels et al. (2000) declararam que a maior
deSVantagem no progndstico de tumores em animais € a caréncia de uma boa documentacio de

®Studos anteriores, usando indice de sobrevivéncia como um critério objetivo para avaliagio
Ll

omportamental do tumor.
Gao et al (1995) observaram que 0 diagnostico histopatologico de leses orais pré-

Malignas s3o amplamente baseadas em avaliagdes subjetivas das anomalias morfoldgicas dentro do
tecido lesionado. Assim, com o estudo do tamanho e o contorno das células e nicleos na camada
- ]

espinhal dq epitélio, constataram uma melhor diferencia¢do entre mucosa oral normal, leucoplasia,

displasia ¢ carcinoma bucal.
Vernau et al.(1998) juntamente com 0 Instituto Nacional do Cancer (NCI-WF) o qual

determina a classificagio morfolégica de linfomas em humanos e animais, verificaram a aplicacio



da morfometria na classificagio de tumores linfoides, vindo a constatar o potencial de objetividade

¢ reprodutibilidade da técnica.

<

Segundo Meijer et al.(1995) a avaliagdo objetiva da displasia do adenoma coloretal ¢
Possivel com a combinagio de morfometria de nucleos, estereologia, contagem mitotica e analise
estrutural. Tkeguchi et al.(1999) estimaram que as caracteristicas morfométricas do nicleo sio mais
objetivas e rapidas do que os pardmetros clinicopatologico em casos de adenocarcinoma.

Katsoulis et al. (1995); Liu et al. (1999) avaliaram que os pardmetros da morfometria dos
nicleos’sio como suporte no diagnostico e nas decisdes terapéuticas, especialmente a presenca de
ntcleos gigantes e células irregulares. Podendo ser Giteis em predizer resultados em pacientes em
estagio inicial de adenocarcinoma de células ovarianas.

Kavantzas et al.(2000) verificaram a objetividade da morfometria de nucleos em
diagnésticos diferenciais de cincer pulmonar, podendo ser usada para complementar a
histopatologia.

Tkeguchi et al.(1998,1999) correlacionaram caracteristicas morfonucleares e parimetros
clinicos de pacientes com cancer hepatico € gastrico avangados, verificaram que as que células com
Maior area, possuiam alto potencial de invasdo € metastase.

De acordo com McLachalan, 1992; Huberty, 1994, Ostermeier et al.2001 a andlise
discriminante pode ser usada para quantificar observagdes sobre individuos pertencentes a dois ou
Mais 8rupos; como pacientes infectados ou livres de uma determinada doenga. A partir desta
Observacges pode-se criar fungdes para esclarecimento individual, as quais sdo Uteis para nomear
Observages adicionais ao grupo correto.

A mensuragdo ajuda a melhorar a interpretagio das mudangas morfologicas e

AUtomaticamente permite grande nimero de amostras para analise rapida, removendo erros

humanog ¢ aumentando o processo de reprodutibilidade e objetividade nas decisdes de diagnostico

(ALTENSTRASSER, et al., 1998)



MATERIAIS E METODOS

L

Foram coletados fragmentos dos ¢rgéos figado e bago durante necropsias de aves (Gallus

gallus) de diferentes idades e linhagens que apresentavam lesdes sugestivas de Doenga de Marek ¢

Leucose Aviaria,

As amostras foram fixadas em solugio aquosa de formaldeido (LABSYNTH- Produtos
Para Laboratdrios Ltda.) a 4%, recortadas, desidratadas em lcool, diafanizadas em xilo] e incluidas
em parafina. Em seguida, foram realizados cortes micrométricos com espessura de Sum, coradas
Pela técnica de HE, segundo LUNA (1968). Apos a conﬁrmaéz"io pela microscopia Optica,
selecionoy-se dez laminas de cada neoplasia, sendo cinco de bago (Figura.1A-B) e cinco de figado
(Figado.ZA-B), Foram mensurados 50 nucleos aleatoriamente em cada limina num aumento de
100X o quais tiveram os pardmetros geométricos area, perimetro e esfericidade avaliados. Asg

+4 ors .
analiseg morfométricas foram realizadas através do programa HL Image 97" utilizando-se 1magens

digitalizadas obtidas em microscopio Olympus Triocular BX40 acoplado a cAmera Oly-200, ligada

dum computador PC através de placa digitalizadora Data Translation 3153.

. ; as mensuragdes nucleares entre as duas enfermidades,
Para verificar se houve diferenga n

NOS rgios a lisados, utilizou-se a analise discriminante candnica. Este procedimento foi realizado
nalisados, -

Pelo programa estatistico S-PLUS 2000, Professional.



Figura 1- Corte histologico das lesdes de DM no figado (A) e bago (B) de Gallus gallus,
verificando-se a proliferagdo dos linfSeitos neopldsicos e pleomorficos (setas) nos parénquimas —

Figura 1A - 7200X; Figura 1B - 1200X



Figura 2- Corte histologico das lesdes de LL no figado (A) e bago (B) de Gallus gallus, verificando-

S¢ a uniformidade da proliferagio dos linfocitos neopldsicos (setas) nos parénquimas — 1200 X



RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo”demonstradas médias e desvio padrio das varidveis mensuradas, onde
b
verifica-se que a Doenga de Marek possui células maiores do que as acometidas pela Leucose
Linféide,
Na visualizagdo tridimensional dos niicleos mensurados (Figura 3 e F igura 4) no figado e

bago das distintas neoplasias, observa-se que as células da Doenga de Marek possuem uma

distribuicio mais dispersa quando comparada com as da leucose linfoide.

Tabela 1, Médias e Desvio Padrdo da 4rea, perimetro e esfericidade dos niicleos celulares do figado

€ bago acometidos pela Leucose Linfoide e doenga de Marek.

Médias( X) e desvios padrio(DP)

()rgz'zos
Analisados Area (pm?) Perimetro (um) Esfericidade
Figado Leucose 6,743 4,017 9,914+2,005° 0,841 +0.061°
8,864 +1,128° 0,869 +0.0337°

Bago Leucose

5,522 1,541
6,132 1,983

9,389 + 1,566 0,855 +0,054*

Figado/Bago Leucose
Figado Marek 10,160 + 5,266° 12,562 + 3,431 0,765 +0.091°
Bago Marek 11,628 +6,011° 12,917 3,364 ° 0,823 + 0,076

12,740 + 3,445° 0,794 + 0,088"

b
~ Figado e Bago Marek 10,894 + 5,772
Médias ¢ Desvio Padrio seguidos de diferentes letras minusculas, nas colunas, indicam que as

N€oplasias diferem entre si (p< 0,05)

As Figuras 5 e 6 demonstraram 0s nucleos mensurados nos fragmentos de bago e figado na
Doenga de Marek e Leucose Linfoide. Os nicleos mensurados nas células do bago e figado

cOmetidos por Doenga de Marek tiveram suas distribuigdes dispersas. Na Leucose Linfoide
(Figura 5 o5 niicleos do bago mostraram-se levemente dispersos quando comparados com o figado.
Utilizando-se analise discriminante canbnica, construiu-se trés fun¢des discriminantes,

Sendo ymg para as células do figado, outra para 0 bago e outra para as células de ambos 6rgios.

Os coeficientes candnicos € a estrutura candnica das fungdes estdo demonstrados na Tabela

- e e e —— e




A estrutura candnica determina qual variavel teve maior participagdo na determinagio da

variavel candnica.

L2

Tabela 2. Coeficiente e estrutura candnica da fungdo discriminante no bago e figado de Gallus

gallus
Varaveis dos Coeficientes Canonicos Estrutura Canénica
Niucleos Figado Bago Figado e Bago  Figado Bago Figado e Baco
Area 0,4948 -0,2024 0,1732 0,704 0,380 0,846
Perimetro -0,5338 0,6942 0,0207 0,793 0,966* 0,930*
Esfericidade  -13,9139  -1,6538 -8,1465 -0,797*  -0,569 - 0,679

*indicam valores maiores da estrutura candnica

Aplicando-se os valores das varidveis mensuradas em cada célula na fungo discriminante

obteve-se o valor de suas varidveis candnicas.

A média dos valores da variavel candnica de cada célula é o valor utilizado para o

diagnostico diferencial da Doenga de Marek e Leucose Linfoide (Tabela 3)

Tabela 3. Valor da variavel Candnica utilizado para diagnéstico diferencial da doenga de Marek

(D.M) e leucose linfoide (L. L) nos fragmentos de figado e baco de Gallus gallus

Orgios Varidvel Candnica
Analisados DM LL
Figado > -12992 <
Bago > 4437 <
Figado e Bago > -5,000 <

> e < indicam que os limites inferior e superior das varidveis candnicas para cada neoplasia.

A correlagdo candnica demonstrou que existiu associagdo positiva entre as variaveis area

perimetro e esfericidade entre as enfermidades.

O teste de Wilks Lambda e o teste T verificaram a diferenga estatistica significante

(p<0,05) entre as médias das variaveis dos tumores avaliados.
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Na Tabela 4 estio representados os erros percentuais estimados para cada fungdo

discriminante candnica, quando utilizada para identificar a neoplasia a que pertence uma

determinada célula. Verifiéou-se que o bago possui menor erro estimado em compara¢do com o

figado e os dois juntamente.

Tabela 4. Erro estimado utilizando-se a fungdo candnica para o diagnostico diferencial da doenga de

Marek (D.M) e leucose linfoide (L. L) nos fragmentos de figado e bago de Gallus gallus.

Orgiios Erro Estimado
. Analisados DM LL
Figado 33,6% 18%
Bago 28,4% 9,2%
Figado e Bago 33,8% 14,4%

As Figuras 6,7 e 8, ilustram a distribuigdo das variaveis candnicas para bago, figado e

ambos, demonstrando as células identificadas corretamente em cada neoplasia.
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Figura 3. Visualizagéo tridimensional dos micleos celulares mensurados nos fragmentos de figado

de Gallus gallus, nas distintas neoplasias.

uMarek
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Figura 4. Visualizagdo tridimensional dos niicleos celulares mensurados nos fragmentos de bago de
Gallus gallus, nas distintas neoplasias.
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» Figade
= Bago

" Figura 5. Visualizagdo tridimensional dos nucleos celulares mensurados nos fragmentos de bago

(vermelho) e figado (azul), de Gallus gallus na leucose Linf6ide.
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Figura 6. Visualizagio tridimensional dos nucleos celulares mensurados nos fragmentos de bago

(vermelho) e figado (azul), de Gallus gallus na Doenga de Marek.
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Figura 7. Visualizagdo bidimensional demonstrando a Varidvel Candnica nos fragmentos de bago

de Gallus gallus, nas distintas neoplasias. Os pontos sob as linhas sdo os valores identificados

corretamente em cada neoplasia.
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Figura 8. Visualizagdo bidimensional demonstrando a Variavel Canonica nos fragmentos de Figado

de Gallus gallus, nas distintas neoplasias. Os pontos sob as linhas sdo os valores identificados

corretamente em cada neoplasia.
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Figura 9. Visualizagiio bidimensional da varidvel Canonica nos fragmentos de figado e bago de

Gallus gallus, nas distintas neoplasias. Os pontos sob as linhas sdo os valores identificados

corretamente em cada neoplasia.
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DISCUSSAO

<

O diagnostico histopatolégico diferencial da Doenga de Marek ¢ da Leucose Linfoide

geralmente baseia-se em pardmetros subjetivos dos contornos celulares como o pleomorfismo

celular encontrado na D.M. (BERCHIERI et al., 2000; VENUGOPAL et al., 2000; BIGGS et al,,

2001 ¢ BORENSTAIN et al., 2002), enquanto que na Leucose Linfoide os contornos celulares se
apresentam de maneira uniforme ( Figuras 1 € 2). Observando-se as Figuras 3 e 4, verifica-se que as

variaveis da D.M. apresentaram-se de forma mais dispersa quando comparadas com a L.L.,

comprovando objetivamente 0 pleomorfismo da DM. e a uniformidade da L.L., até entdo

subjetivog.

Huang et al.(2000) afirma que O pleomorfismo € uma observagdo subjetiva, pouco

configvel. Neste experimento, com 0 USO da morfometria nuclear, conseguiu-se avaliar esta
° 2

Caracteristica objetivamente ( Figuras 3¢ 4).

Assim como Einstein et al.(1997), Carducci et al.(1999) conseguiram discernir tumores de
diversag origens, utilizando morfometria nuclear, foi possivel realizar o diagndstico diferencial
€ntre DM, e LL (Figuras 7, 8 € 9). Para melhor diferenciarmos as células das neoplasias estudas,
foi realizada a construcio de uma fungio discriminante candnica. Esta fungio gera uma nova
Variavel denominada variavel canonica, que melhor diferencia as células de cada neoplasia, pois

Concentra 5 capacidade de diferenciagdo das trés varidveis caracteristicas mensuradas em um Unico

valor (Tabela 2),
Aplicando-se os valores das varidveis mensuradas na func@o discriminante, obteve-se o

valor da varigvel candnica de cada célula. A média dos valores da varidvel candnica de todas as
<

CClulas avaliadas é o valor utilizado para 0 diagnostico diferencial da Doenga de Marek e Leucose
suragdes de uma determinada célula na fungio

Linfoige ( Tabela 3). Ou seja, apos aplicar-se as men
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candnica, obtém-se sua variavel candnica que, comparando-se com a média descrita anteriormente,

possibilita determinar a qual neoplasia esta célula provavelmente pertence.

E importante salientar que a fungdo candnica € diferente para cada o6rgio;
conseqiientemente, o valor utilizado para diagnéstico diferencial € distinto para figado (Figura 7),
bago (Figura 8) ¢ ambos (Figura 9).

A estrutura canbnica demonstrada na Tabela 2 permite identificarmos a varidvel

mensurada de maior importancia na constituicdo da variavel canbnica. O maior valor absoluto na

estrutura‘candnica define a variavel de maior importéncia.

Assim, quando foram analisadas células neoplasicas de figado, a esfericidade foi mais
£
importante na formacdo da variavel candnica. Contudo, as trés caracteristicas influenciaram de

maneira muito semelhante a varidvel candnica, pois possuem valores muito proximos na estrutura

candnica.

Por outro lado, quando foram analisadas células neoplasicas de figado e bago

conjuntamente, ou somente baco, a varidvel de maior importancia foi o perimetro.
2

Estes dados diferem da afirmagdo de Nativ et al.(1997), Parada et al.(1999); Ozer et

al.(2001), de que a 4rea é a medida mais importante para s definir o progresso de tumores.

As diferengas verificadas com os testes de Wilks e teste T demonstraram que todas as
caracteristicas mensuradas sio diferentes nos tumores analisados, contudo a associagdo positiva

entre estas caracteristicas demonstraram que o uso de uma fungdio discriminante potencializou a

Capacidade de diferenciagdo destas variaveis.

Com a utilizagio da fungdo candnica obteve-se um erro estimado diferente para cada 6rgio

€ tumor analisado, sendo que o diagnostico realizado com células de bago teve um menor erro
b

€stimado, independente do tumor (Tabela 4).
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O indice de acerto no diagnostico diferencial ¢ maior quando o tumor analisado é Leucose

Linfoéide, pois seu erro estimado ¢ inferior ao da Doen¢a de Marek, independente do orgio

«

analisado.

E importante salientar que este erro estimado refere-se as células de um determinado caso
que sdo identificados corretamente. Portanto, o indice de acerto de diagnéstico de casos é muito
maior. O erro estimado de figado e bago na doenga de Marek (maior erro estimado, 33,8%)
significa que se avaliarmos 100 células em D.M., 34 células serdo identificadas como L.L. ¢ 66
células serfio identificadas como D.M., confirmando o diagnéstico.

Dey et al. (2000) utilizando morfometria nuclear no diagnéstico diferencial de carcinoma
mamario, obtiveram um erro estimado de 11,3% nos casos avaliados. Nossos dados indicaram que
esta metodologia ¢ mais eficiente quando utilizada para diagndstico diferencial de D.M. e L.L.

Assim, o uso da morfometria nuclear computadorizada é uma importante ferramenta para auxiliar o

diagnostico histopatologico, tornando esta técnica mais objetiva.

18



CONCLUSAO

<

O uso da morfometria de nucleos computadorizada de células neoplasicas ¢ util no

diagnédstico diferencial entre leucose linfoide e doenga de Marek, tornando o diagnostico

histopatologico mais objetivo eficaz.
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