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RESUMO

Introducao: Fatores prognésticos no melanoma maligno sao, atualmente,
baseados em dados clinicos e analise morfolégica. Estas caracteristicas
clinico-patoldgicas, apesar de serem marcadores progndsticos robustos e
reprodutiveis, ndo servem para prever o desfecho clinico para um paciente
isolado. O estudo de nudcleos em preparados histoldégicos ou citoldgicos revela
informagdes importantes sobre a fisiologia celular e, além disso, € de grande
importancia diagndstica e prognostica. Estudos anteriores demonstraram que as
caracteristicas fractais tém importancia prognéstica em neoplasias. O objetivo
deste estudo foi investigar se a dimensao fractal da cromatina nuclear de
melanomas malignos, medida em preparados histoldégicos de rotina, poderia ser

um fator prognéstico para a sobrevivéncia.

Métodos: Foram examinados 71 espécimes de melanoma cutaneo primario e
metastatico, com pelo menos 1 milimetro de espessura, de pacientes com um
minimo de 5 anos de acompanhamento. A area nuclear, o fator forma e a
dimensao fractal da textura da cromatina foram obtidos a partir de imagens
digitalizadas de laminas coradas por H & E. O nivel de Clark, a espessura do

tumor e o indice mitético também foram determinados.

Resultados: O tempo de seguimento médio foi de 104 meses. A espessura do
tumor, o nivel de Clark, o indice mitético, a area nuclear e a dimensao fractal
tiveram valores significativos no prognéstico quando aplicada a regressao de Cox
univariada. Ao realizar a regressdo de Cox multivariada, estratificada pela
presenca ou auséncia de metastases ao diagnostico, apenas o nivel de Clark e
dimensado fractal da cromatina foram incluidos como fatores progndsticos

independentes no modelo final.

Xiii



Conclusao: Em geral, um comportamento mais agressivo € geralmente
encontrado em neoplasias geneticamente instaveis, com um maior numero de
alteracoes genéticas ou epigenéticas, que, por outro lado, leva a um rearranjo da
cromatina mais complexo. A dimenséo fractal nuclear aumentada, encontrada em
melanomas mais agressivos, € 0 equivalente matematico de uma arquitetura de
cromatina com maior complexidade. Ha fortes indicios de que a dimenséo fractal
da textura da cromatina nuclear pode ser uma varidvel nova e promissora em

modelos de prognédstico do melanoma maligno.
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ABSTRACT

Background: Prognostic factors in malignant melanoma are currently based on
clinical data and morphologic examination. These clinical pathological features,
although robust and reproducible prognostic markers, cannot accurately predict the
clinical outcome for a single patient. Examination of nuclei in histological or
cytological preparations reveals important information on cell physiology and,
furthermore, is of great diagnostic and prognostic importance. Previous studies
demonstrated that fractal characteristics are of prognostic importance in
neoplasias. The aim of this study was to investigate whether the fractal dimension
of nuclear chromatin measured in routine histological preparations of malignant

melanomas could be a prognostic factor for survival.

Methods: We examined 71 primary cutaneous and metastatic melanoma
specimens with at least 1mm thickness, from patients with a 5 year minimum follow
up. Nuclear area, form factor and fractal dimension of chromatin texture were
obtained from digitalized images of H&E stained of tissue micro array section.
Clark’s level, tumor thickness and mitotic rate were also determined.

Results: The median follow-up was 104 months. Tumor thickness, Clark’s level,
mitotic rate, nuclear area and fractal dimension were significant at worse
prognostic factor in univariate Cox regressions. When performing multivariate Cox
regression, stratified for the presence or absence of metastases at diagnosis,
only the Clark level and fractal dimension of the chromatin were included as
independent prognostic factors in the final model.

Conclusion: In general, a more aggressive behavior is usually found in genetically
unstable neoplasias with a higher number of genetic or epigenetic changes,
which on the other hand, provoke a more complex chromatin rearrangement.
The increased nuclear fractal dimension found in more aggressive melanomas is

the mathematical equivalent of a chromatin architecture with higher complexity.
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We would like to conclude that there is strong evidence that the fractal dimension
of the nuclear chromatin texture might be a new and promising variable in

prognostic models of malignant melanomas.
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1.1- Melanoma Maligno

A comecar pela designacao aparentemente redundante de melanoma
maligno (histérica, pois ndo ha melanoma nao maligno), a introducdo deste termo
nos leva a considera-la a neoplasia mais agressiva da pele [1]. Esta neoplasia
atinge nao apenas adultos, mas também criancas e adolescentes [2].

Dados do INCA - Instituto Nacional do Cancer revelam, no Brasil,
a incidéncia de melanoma variando de zero a 8,73 por 100.000 habitantes,
sendo estimados, para 2010, 5.930 casos, compostos por 2960 homens e
2.970 mulheres. O numero de mortes em 2007 foi de 1.296, sendo 753 homens e
543 mulheres, com a maior taxa de incidéncia no Estado de Santa Catarina
(Ministério da Saude).

A idade média ao diagnostico de melanoma maligno na populacao geral
€ de 57 anos para os homens e de 50 anos para as mulheres. Em casos de
melanoma hereditario, os individuos de alto risco podem ter essa média
antecipada para 36 anos em homens e 29 anos para as mulheres. Além da idade
mais precoce ao diagnostico, os pacientes com melanoma familiar tém maior

incidéncia de multiplos melanomas primarios.

Nos paises desenvolvidos, 0 melanoma ocorre com predominancia no
sexo feminino. A forma anatomopatolégica mais frequente € o tipo extensivo
superficial, correspondendo a 70% dos casos. A localizagcao varia de acordo com o
sexo, sendo mais frequente nos membros inferiores nas mulheres e no tronco nos

homens [1,3].

O melanoma cutadneo origina-se da transformacdo dos melandcitos
epidérmicos, cuja principal funcdo é a producdo da melanina, pigmento que
confere fotoprotecao a pele [4,5]. Estes também atuam como células sensoriais e
regulatérias, através da inducdo de respostas neuroenddcrinas e
imunomodulatérias, participando, deste modo, da manutencdo da homeostase

cutdnea [6]. Os melanécitos humanos, na idade adulta, estdo normalmente
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quiescentes e podem apresentar atividade mitdtica discreta com a acdo de
estimulos externos especificos, como a radia¢do ultravioleta e a cicatrizagao [5,6].
Esta atividade proliferativa requer controle delicado do ciclo celular,
e as alteracbes em seus sinais regulatérios podem resultar em divisao celular ndo
controlada, podendo representar o inicio de processo de transformagdo maligna
dos melanécitos. Esta transformacao €, provavelmente, multifatorial, e resulta de

interacdes complexas entre fatores genéticos, constitucionais e ambientais [7].

O melanoma cutédneo é uma neoplasia que permite o estudo de eventos
celulares relevantes para a transformagdo maligna, pois sua histéria natural
demonstra estagios progressivos de agressividade do tumor, de acordo com a sua
capacidade de infiltrar a derme [7,8,9,10,11,12]. Esta caracteristica do tumor
baseia-se no fato de que a transicdo do padrao de crescimento radial para o
vertical, com infiltracdo da derme, € um marco de grande importancia em varias
das propriedades bioldgicas do tumor, incluindo sua capacidade de produzir

metastases [11].

Assim como na maioria das neoplasias malignas em humanos,
o desenvolvimento do melanoma cutaneo resulta do rompimento da integridade do
genoma dos melandcitos, que induz instabilidade, produzida por alteracbes
cromossémicas [7,8,11]. A génese dos tumores envolve alteragées dindmicas do
genoma, produzidas por mutacdes que determinam ganho de funcédo de
oncogenes ou perda de funcdo de genes supressores de tumor [13].
Este processo ocorre em etapas, determinando a transformacao progressiva da

célula normal em célula neoplasica [13].

Os quatro maiores tipos de melanoma séo o lentigo maligno melanoma,
o melanoma lentiginoso acral, o melanoma extensivo superficial e 0 melanoma

nodular [5].

O lentigo maligno melanoma tem margens irregulares e, geralmente,
ocorre em areas expostas ao sol, em pacientes mais idosos. O lentiginoso acral
acomete as maos e pés e, frequentemente, apresenta invasdes massivas quando

ocorre a fase de crescimento vertical. A forma mais comum entre os caucasianos
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€ a do melanoma superficial, que afeta o tronco e as extremidades e tém cores

variadas. O melanoma nodular é fortemente pigmentado e cresce rapidamente.

Mais de 95% dos melanomas que envolvem a pele pertencem a um dos
quatro tipos principais. Entretanto existe um grupo pequeno, mas importante,
de melanomas cutaneos que podem ser classificados como variantes nao usuais.
Sao os melanomas desmoplastico, neurotrépico, pedunculado, metastatico,
amelanotico, o que surge sobre um nevo benigno, regressivo (“invisivel’),
e de células em baldo. Outras lesées podem simular o melanoma
histopatologicamente e algumas técnicas como a imunoistoquimica com a
marcagao para proteina S-100, vimentina, queratina e HMB-45 podem ajudar a

distinguir estas les6es do melanoma verdadeiro [1].

Para efeitos de progndstico, uma das avaliagées mais importantes leva
em consideracao o conceito de “micro-estagio”, determinado pelo nivel de invasao
de Clark (nivel I= lesbes intra-epidérmicas e epitélio anexial; nivel ll= invasao até
derme papilar; nivel Ill= preenche toda a derme papilar sem invadir a derme
reticular; nivel IV= invasdo da derme reticular e nivel V= invasdo da hipoderme).
Outra avaliagdo € a medida de espessura de Breslow (do topo da camada
granular da epiderme até a extensdo mais profunda do tumor). A associacao entre
a correlacado clinico-patolégica e as medidas microscopicas mostra-se util no

prognéstico [1,14].

E fundamental que se obtenha uma bidpsia para se ter um diagnéstico
histopatolégico da lesdo pigmentada da pele. A biépsia excisional total é o
procedimento de escolha na remocao de uma lesdo com suspeita de melanoma.
Além disso, a biopsia do linfonodo sentinela tem sido usada para melhorar o
diagnadstico [15].

Nas duas Ultimas décadas, muitos outros fatores morfolégicos e
biolégicos vém sendo investigados, como algumas caracteristicas morfométricas,
namero de regides organizadoras nucleolares [16, 17], expressao da proteina p53,
indicadores de taxa de apoptose [18], expressao da proteina bcl-2 [19], expresséo
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de moléculas de adesdo [20] e marcadores de proliferacdao celular [21,22].
Esses métodos, apesar de eficientes, sdo custosos e necessitam de laboratérios
especiais com pessoal altamente treinado.

A anélise morfométrica computadorizada foi pouco estudada, e 0 nosso
entendimento é de que este tipo de avaliagdo pode trazer grande contribuicdo ao
conhecimento destes tumores e ao seu grau de agressividade.

A analise da imagem pelo computador pode predizer a sobrevida de
pacientes com neoplasias malignas, com alto grau de acuracia e com menos
subjetividade que o exame visual [23]. Contudo, ndo se deve entender a patologia
quantitativa como sinbnimo de diagndstico automatico, e nem que a
responsabilidade do patologista deva ser assumida sobre os aplicativos

computacionais.

A forma mais comum de se processarem as imagens tem como
principio trabalhar com as imagens originais, isto é, concentrando o trabalho na
intensidade e na distribuicdo dos graus de cinza em cada regiao de interesse da

figura.

Assim, inumeras informacdes podem ser obtidas, tais como distancia
entre dois pontos, areas, angulos, contagem de elementos como células, nucleos,

mitoses, entre outros [24].

O processamento automatico de imagens e a quantificacdo de
caracteristicas morfolégicas de células tém um duplo beneficio. Primeiro,
0 processo pode permitir screening automatizado; segundo, tornar os critérios de
diagnésticos mais objetivos e reprodutiveis [26]. Ha mais de 30 anos,
alguns sistemas tém sendo desenvolvidos para o prescreening de preparados
citolégicos, incluindo uso de técnicas de processamento de imagens [25].
Apesar do grande numero de algoritmos desenvolvidos, poucos sistemas

comerciais foram desenvolvidos, ainda assim, com baixa aceitagcdo no mercado.
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Imagens de células coradas sao heterogéneas e complexas, e pode ser
dificil classifica-las devido a grande quantidade de agregados celulares e

superposigdes.

Os parametros da analise de imagem podem ser usados com a
vantagem de se perceberem pequenas mudancas na substancia celular,
que podem ser invisiveis, ou que sao dificeis de se incluirem numa descricao
qualitativa [27]. Ha estruturas, vistas na microscopia éptica e eletrbnica, que nao
poderiam ser rapidamente classificadas pelo uso de parametros simples como
comprimento, area e circunferéncia, especialmente se sua aparéncia geral puder

ser descrita por meio de caracteristicas texturais.

Na ultima década, a literatura cientifica tem registrado trabalhos que
associaram a tecnologia computacional e a histologia. Entre eles, temos o uso da
microscopia epiluminescente automatizada [28] e a utilizacdo de mudltiplos
marcadores citométricos, como microdensitometria de DNA, cariometria,
AGNOR e MIB1-Ki67 para a avaliacao de malignidade em lesdes pigmentadas
[29].

Encontramos ainda, estudos sobre a andlise da contagem tissular de
secgoes histoldgicas de melanoma, associadas a forma e ao tamanho da mascara
de contagem [30] e avaliacdo dos componentes da bidpsia cutanea por meio do
CART (Classificacdo e Arvore de Regressao) [31]. Outro estudo demonstrou a
associacdao anatomo-clinica de neoplasias cutaneas melanociticas através da

andlise dermatoscopica [32].

Mijovic Z & Mihailovic D, 2002, [33] usaram a analise discriminante das
variaveis cariométricas para fazer distingdo entre lesées cutdneas melanociticas
malignas e benignas. A dimensdo fractal de clones de melanoma em

camundongos K1735 foi estudada por Ahammer et al [34].

Alguns estudos foram feitos no sentido de separar lesées pigmentadas,
de carater benigno, do melanoma. Oka et al, 2004, [35] apresentaram um estudo

demonstrando parametros dermatoscépicos para a diferenciacdo do melanoma
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com o nevo de Clark, utilizando a andlise discriminante linear. Rubegni et al, 2001,
[36] estabeleceram diferencas entre o nevo pigmentado de Spitz e 0 melanoma
pela dermatoscopia digital e andlise discriminante. Um método automatizado para
a quantificacdo e analise fractal da imuno-histoquimica foi estudado por Gerger
et al, 2004 [37]. Um estudo da vascularizacdo e da dimensao fractal da interface
dermo-epidérmica na psoriase gutata e em placas foi feito por Uhoda et al, 2005,
[38]. Os parametros citomorfométricos e o potencial metastatico do melanoma
cutdneo e uveal, comparando com fatores prognosticos, foi desenvolvido por
Pereira FB et al, 2001 [39].

Os recursos disponiveis em programas comerciais (por exemplo,
KS-300%) restringem-se a parametros morfométricos elementares, tais como
didametro, area, perimetro [40], que, per se, ajudam a objetivar, porém nao
conseguem “medir” conjuntos morfoldégicos mais complexos, como, por exemplo,

a imagem dos nucleos.

Considerando que uma imagem digital de um nucleo é composta por
pixels com graus de cinza formando um padrdo, a textura nuclear depende da
relacdo espacial de cada pixel com os pixels vizinhos no nucleo. Desta forma,
as medidas de textura podem ser estudadas como propriedades estatisticas de

uma imagem.

1.2- Textura e funcao bioldgica

A textura € uma caracteristica que descreve a aparéncia genérica de
parte de uma imagem e €, frequentemente, expressa como aparéncia macia,

arenosa, regular, grosseira, granular etc [25].

A textura da imagem histoldégica ou citolégica dos tecidos esta
intimamente relacionada com o estado fisiolégico e com o disturbio fisiopatolégico

do organismo, o que é a base da analise microscépica.
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A textura da cromatina dos nucleos esta relacionada com fenébmenos
epigenéticos, tais como metilacdo ou modificacdo das histonas, que remodela
profundamente a arquitetura nuclear caracteristica de cada tipo de tecido.
Mudancas fisiolégicas ou patolégicas podem, ainda, influenciar neste processo,
explicando a grande variedade de estrutura da cromatina [41, 42, 43, 44].

Portanto, o estudo da textura nuclear tornou-se cada vez mais
importante para a histopatologia e citopatologia. Deshabhoina et al, 2003, [45],
publicaram um estudo em que utilizaram a diferenciagdo das caracteristicas de
textura para separar melanoma e queratose seborréica. Outro estudo focou na
detecgdo da rede de pigmentos utilizando imagens dermatoscopicas e aplicando a
analise de textura [46]. O tamanho, a forma e a textura dos nucleos demonstraram

ser de fundamental importancia na avaliagdo citologica de malignidade [47, 48].

Outro instrumento de citologia analitica computadorizada € a
transformada de Fourier. Ela foi utilizada para a analise de textura da epiderme na
sindrome de Sjbégren-Larsson [49]. Chapman JA et al, 2007 [50], estudaram,
através da anadlise de imagem, a heterogeneidade da textura do nucleo no
carcinoma de mama dutal in situ e a sua correlacdo prognostica. Diaz G et al,
1997 [52], estudando medidas de textura nuclear, utilizaram o conceito de
variograma para acessar imagens digitalizadas de nucleos de neurdnios
apoptéticos, e demonstraram uma associagao entre as alteragdes nucleares e o
processo degenerativo. Guillaud M et al, 2005 [54], publicaram estudo
demonstrando que a positividade para o virus do papiloma humano (HPV) esta
correlacionada com alteragbes subvisuais da textura de cromatina no epitélio

cervical.

Estudos com células prostaticas demonstraram a utilidade da anélise da
textura de cromatina na diferenciacdo de células malignas e benignas [55, 56].
Isitor GN e Thorne R, 2007 [57], compararam modelos de cromatina nuclear de
imagens digitalizadas das células de testiculo e de rins em mamiferos. Karacali B
e Tozeren A, 2007 [58], demonstraram a utilidade da detecgdo automatica de

regides de interesse em tecido mamario, utilizando a analise de imagens em
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experimentos com tissue microarray. Makarov DV et al, 2008, [59] utilizaram a
morfometria nuclear para predizer a necessidade de tratamento entre homens com

cancer de préstata arrolados em um programa de tratamento.

No nosso meio, Mello MR et al, 2008, [60] estudaram os fenétipos da
leucemia linfoblastica aguda e suas associagbes com diferentes texturas
nucleares, concluindo que as alteragdes de textura refletem eventos moleculares

diversos.

Existe ainda um forte componente subjetivo na histopatologia e na
citopatologia, o que explica o consideravel grau de discordancia entre os
especialistas, como os relatados da avaliagdo de textura no liquen plano oral [61],
na progressao do adenocarcinoma de esbéfago [62], nos epiteliomas uroteliais de
baixo potencial de malignidade [63], nas mudancas celulares causadas pelo

papiloma virus humano [64], nos carcinomas de pulméao [65].

Christopher & Hotz, 2004 [66], relatam essa subjetividade em seu
estudo sobre diagnédstico citoldgico. Isso explica as tentativas de “objetivar”
0 processo diagnostico, utilizando ferramentas matematicas aplicadas na analise

de imagens microscépicas, como no trabalho de Metze et al, 2005, [67]

Adam RL et al, 2004 [68], estudaram as caracteristicas granulométricas
dos eritroblastos como ferramenta diagndstica nas doencas hematoldgicas.
Ainda em 2004, outro estudo demonstrou que residuos granulométricos podem
ser utilizados como ferramenta diagnéstica em citologia [69]. Metze K et al, 2004
[70], demonstraram que a analise da textura de cromatina pode ser realizada pela
entropia aproximada de Pinkus.

Descritores de textura nuclear sao de grande utilidade na clinica
médica. Estudos nesse sentido foram encontrados na literatura, como o feito para
identificar texturas de cromatina em carcinoma basocelular como fator prognostico
[47]. Metze K et al, 2005, estudaram parametros derivados da transformada de

Fourier na recorréncia do carcinoma basocelular [71]. Outro estudo fez a analise
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da textura de regides organizadoras de nucléolos no cancer de pulmao [72] e,
em 2008, Metze K et al, compararam a textura de cromatina em adenomas
foliculares e em nédulos hiperplasicos da tirdide [73].

1.3- Analise da imagem

Uma das vantagens do método de analise da imagem é poder diminuir

a influéncia do subjetivismo no diagnéstico, reduzindo eventuais falhas humanas.

Como inconveniente a disseminacao deste método temos o fato de que
existem poucos algoritmos para diferenciar um numero restrito de doencas.

Falta ainda, na grande maioria dos casos, a validagcéo externa.

Com a evolugdo dos estudos, foram desenvolvidos e implantados
parametros novos, tais como entropia, parametros de simetria (do contorno e da

superficie), aplicacao da teoria dos grafos e da transformada de Fourier [74].

Neste ultimo método, estuda-se a frequéncia espacial, que é a medida
que expressa o ritmo das alteragcées da luminancia que ocorrem numa sequéncia
de pontos. Frequéncias espaciais altas correspondem a detalhes de brilho que
variam rapidamente, e valores baixos representam mudancgas lentas do brilho [75].
A distribuicdo das frequéncias representa a periodicidade da imagem e as
interferéncias direcionais. As caracteristicas de textura podem ser calculadas a
partir das distribuicobes das frequéncias em diferentes regides do espaco

transformado.

Banda-Ganboa et al, 1993 [76], estudaram a andlise espectral de
células cervicais usando a transformada de Fourier. Concluiram que, quando
utilizavam apenas as caracteristicas da forma do nucleo, obtinham uma boa
classificacdo, mas quando incluiram as informagbes relacionadas a textura,

obtiveram uma classificacdo melhorada.

Introdugéo
39



Smith et al, 1999 [77], utilizando o método de medida da similaridade
para classificagdo de imagens diferentes, demonstraram que a transformada de
Fourier pode classificar a arquitetura histolégica de tumores de préstata com

97,2% de acerto na graduacao de Gleason.

De Vries et al, 2000 [78], fizeram uso da FFT para estudar a
organizacdao dérmica nos casos de eclerodermia, e identificar fiborose na pele
lesionada, bem como na pele saudavel. Clark, 2001 [79], aplicando a transformada
de Fourier a imagens da microscopia eletrénica, demonstrou que a distribuicao
ordenada de fibrilas de colageno tipo | na cornea seria um exemplo de
especializacdo na formagdo da ultra-estrutura funcional, e que a distribuicdo
amorfa e desordenada das proteinas citoplasmaticas da esclera se assemelha a

estrutura da maioria das células.

Estudo de Metze et al [80] deu a conhecer as diferencas de textura do
tecido dérmico elastotico em pacientes de diferentes fototipos. Em outro trabalho,
a analise de textura foi utilizada para se fazer a diferenciacdo entre queldides e
cicatrizes hipertréficas [81]. Ainda estudando queldides e cicatrizes hipertréficas,
a dimensao fractal foi aplicada em laminas coradas pelo Masson para se fazer a
distingao entre essas duas entidades [82].

A relagdo entre a textura de cromatina e o fenotipo nas leucemias
agudas, foi estudada através da analise de imagens, em 2005 [83], e os autores
concluiram que as leucemias, de origem B ou T, apresentaram diferencas
significativas nas caracteristicas de textura nuclear, provavelmente um reflexo dos
eventos moleculares associados a diferenciacao celular, padrdo de metilagdo do

gen ou apoptose .

Em 2008, Adam RL et al [84], trabalhando com nulcleos de
cardiomiécitos, fizeram ver que o pré-processamento das imagens é uma
ferramenta util na analise da textura da cromatina nuclear quando o seu estudo

utiliza a transformada de Fourier.
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Metze K et al, 2009 [85], descreveram que a cariometria vem tendo um
papel muito importante na andlise da textura nuclear, uma vez que as mudangas
na cinética celular e, também, as alteracdes bioldégicas moleculares modificam a
morfologia nuclear, especialmente a arquitetura da cromatina. Os dados
cariométricos podem ajudar no diagnéstico diferencial e no prognédstico das
doencas. As técnicas de andlise computadorizada de imagens diminuiram o0s
efeitos dos vieses dos observadores, e, portanto, tém tido uma importancia maior.
Esta tecnologia, entretanto, necessita de imagens de alta qualidade,
além de cuidados com outras técnicas coadjuvantes como o corte das laminas,

a fixacao e a coloragcdo das mesmas, que precisam ser homogéneos.

1.4- Dimensao fractal

Um fractal (no passado conhecido como curva monstro) € um objeto
geométrico que pode ser dividido em partes, cada uma das quais semelhante ao
objeto original. Os fractais tém infinitos detalhes, sdo auto-similares e independem
de escala. Em muitos casos um fractal pode ser gerado por um padréo repetido,

tipicamente um processo recorrente ou iterativo.

Em 1872, Karl Weierstrass encontrou o exemplo de uma fungado com a
propriedade de ser continua em todo seu dominio mas em nenhuma parte

diferenciavel. O grafico desta funcéo é denominado atualmente de fractal.

Em 1904, Niels Fabian Helge von Koch, [86] n&o satisfeito com a
definicdo muito abstrata e analitica de Weierstrass, deu uma definicdo mais
geométrica de uma funcéo similar, atualmente conhecida como Koch snowflake
(ou floco de neve de Koch - Figura 1), que é o resultado de infinitas adi¢cdes de
tridangulos ao perimetro de um triangulo inicial. Cada vez que novos triangulos sao
adicionados, o perimetro cresce, e fatalmente se aproxima do infinito.
Dessa maneira, o fractal abrange uma area finita dentro de um perimetro infinito
[87].
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Figura 1- O floco de neve de Koch [adaptado de Dubuc B et al [87]

A geometria fractal é o ramo da matematica que estuda as
propriedades e comportamento dos fractais. Descreve muitas situa¢cdes que nao
podem ser explicadas facilmente pela geometria classica, e foram aplicadas em
ciéncia, tecnologia e até em arte gerada por computador. As raizes conceituais
dos fractais remontam a tentativas de medir o tamanho de objetos para os quais
as definigoes tradicionais baseadas na geometria euclidiana falham.

Esta ciéncia s6 conseguiu se desenvolver plenamente a partir da
década de 60 do século XX, com o auxilio da computagdo. Um dos pioneiros a
usar esta técnica foi Benoit Mandelbrot, um matematico francés nascido na
Polonia, que criou o conceito de geometria fractal na década de 70 do século XX,
e assim a denominou, a partir do adjetivo latino fractus, do verbo frangere,

que significa quebrar [88].

Para explicar a idéia de que a dimens&o n&o € necessariamente inteira,

Mandelbrot [89] utilizou o seguinte exemplo:

Qual é a dimensédo de um novelo de fio? Mandelbrot respondeu que
isso depende do ponto de vista. Visto de grande distancia, o novelo nao € mais do
que um ponto, com dimensao zero. Visto mais de perto, 0 novelo parece ocupar
um espacgo periférico, assumindo assim trés dimensdes. Visto ainda mais de perto,
o fio torna-se visivel, e o objeto torna-se de fato unidimensional, ainda que essa
dimensao unica se enovele em volta de si mesma de tal forma que ocupe um

espaco tridimensional.
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A nocao de quantos numeros seriam necessarios para especificar um
ponto continua a ser Gtil. De muito longe, ndo € preciso nenhum - o ponto é a
Unica coisa que existe. Mais perto, sdo necessarios trés. Mais perto ainda,
um é suficiente - qualquer posicao especifica ao longo do fio € Unica, por mais que
o fio esteja enovelado.

Muitos objetos naturais, incluindo a maioria dos objetos de estudo em
patologia, tém caracteristicas estruturais complexas, como por exemplo,
a irregularidade das margens de um tumor, que podem ser estudadas

utilizando-se o conceito de fractal.

Essas estruturas também tém padrdes que se repetem em diferentes
aumentos, uma propriedade chamada de auto-similaridade. Isso tem implicagdes
importantes para medidas de parametros tais como o comprimento ou a area,

uma vez que a as medidas euclidianas podem ser invalidadas.

A dimenséo fractal (FD) pode ser medida associando-se sistemas de
andlise de imagens. Alguns usos dos fractais incluem a medida das propriedades

espaciais de tumores, vasos e neurbnios [89].

Landini G, 1997 [90], utilizou simulagdes usando a funcdo de
Weiestrass-Mandelbrot para estudar infecgdes perodontais. Dioguardi N et al,
1999 [91], estudaram a importancia da analise da dimensao fractal em fibrose
hepatica. Em 2007, Shapiro NA et al, [92], utilizaram a dimenséo fractal para
classificar tumores foliculares da tireéide, e, em 2008, Goutzanis et al [93],
propuseram a dimensao fractal como fator prognéstico no carcinoma espinocelular

oral.

Na literatura existem trabalhos em que a aplicacdo da FD da cromatina
nuclear foi estudada, como no de Adam R et al, 2006, [94], no qual os autores
investigaram a importancia prognostica da FD em blastos de pacientes com
leucemia linfoblastica B (B-ALL). Eles utilizaram o método de Minkiowski-
Bouligand e concluiram que a FD da cromatina pode ser vista como um fator
progndstico para pacientes com esta doenga.
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A dimenséo fractal também foi utilizada para medir irregularidades dos
nucleos e margens glandulares com o intuito de distinguir lesées malignas de
benignas [95]. Lee TK et al 2003 [96], utilizando a FD, propuseram um indice de

irregularidade, uma nova medida para lesdes melanociticas cutaneas.

A dimensédo fractal de Minkowski-Bouligand foi utilizada para o
diagnéstico diferencial das neoplasias foliculares da tiredide [97]. Outro trabalho
abordou a regeneracao tecidual éssea, processo que é dificil de se descrever
objetivamente, uma vez que a histomorfometria n&o consegue caracterizar
corretamente alteracbes qualitativas dentro da complexidade tissular.
Nesse estudo os autores chegaram a conclusdo de que o uso de métodos de
andlise de textura, como a dimensao fractal, podem ajudar a caracterizar a

formacao e o remodelamento do osso compacto neoformado [98].

Estudo realizado em nosso meio [99] utilizou a dimenséao fractal obtida
pelo método de Sarkar [100], para estudar os efeitos da injecdo de silanol em pele
humana. A andlise de textura mostrou fibras de colagenos mais compactas e

homogeneamente distribuidas apds a aplicacao do produto.

1.5- Técnica de Tissue Micro Array (TMA)

As técnicas de analise de material obtido para estudo de lesdes
melanociticas tém limitacdo no numero de amostras que podem ser estudadas

simultaneamente [12].

A técnica de tissue microarray foi descrita em 1998 por Kononen et al
[101] e permite a avaliacdo de centenas de amostras teciduais, fixadas em
formalina em bloco de parafina, em uma Unica Iamina. Ela baseia-se na andlise de
amostras de tecidos em blocos de parafina que estdo arquivadas. Desta forma,
grande variedade de tumores, além de um numero grande de amostras, podem
ser estudadas.
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Acrescente-se o fato de que as amostras podem ter sido coletadas ha
varios anos, permitindo a devida andlise de dados, em relagdo ao
acompanhamento e evolucao clinica dos doadores dos tecidos estudados
[102, 103].

A técnica de tissue microarray baseia-se na obtencdo de amostras de
blocos de parafina coletadas por meio de agulha (punch) com didmetro de
0,6; 1,0; 1,5 ou 2,0mm, que sao inseridas em um bloco receptor, através de um
aparelho denominado Tissue Microarrayer [104].

Pode-se, assim, coletar até 700 espécimes em cada bloco receptor,
com pouca mutilacao do bloco de origem. O bloco receptor montado pode prover
de 100 a 400 cortes de 5 a 8, que podem ser analisados empregando-se grande

variedade de reacdes histoquimicas e imunoistoquimicas.

A técnica do tissue microarray foi utilizada para se estudar a expressao
de proteinas em lesdes melanociticas [105] e para investigar se 0 aumento da
expressao da integrina-quinase (ILK) teria um papel na progressao do melanoma
[106].

Pacifico MD et al, 2005 [107] montaram um TMA com 480 espécimes
de 120 pacientes com melanoma primario e estudaram o marcador
MCAM (molécula de adesdo celular do melanoma). A identificagdo dos
marcadores de adesao revelou ser um marcador prognéstico valioso € um alvo

potencial para manipulacao terapéutica.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivo geral

Estudar método de analise de imagem histologica para prognéstico de

melanoma.

2.2- Objetivos especificos

1- Avaliacdo morfométrica computadorizada de nucleos empregando
programa de computador especialmente desenvolvido para determinar a

dimensao fractal da cromatina, e relaciona-la com a sobrevida.

2- Comparar os padrdes de textura de cromatina com outros fatores

prognosticos em relacao a sobrevida global.
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3- PACIENTES E METODOS
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3.1- Pacientes

Foram selecionados pacientes com melanoma cutaneo extensivo
superficial diagnosticados e tratados no Centro de Pesquisa e Tratamento do

Cancer do Hospital AC Camargo entre os anos de 1994 e 2000.

Foram compiladas variaveis demograficas, clinicas, de estadiamento,

de tratamento, de evolucao e de status.
Os critérios de inclusao foram:
1- casos incluidos no tissue microarray;

2- acompanhamento detalhado e completo dos sobreviventes por, pelo menos,

60 meses;

3- dados clinicos da causa da morte dos n&o sobreviventes.

3.2- Analise histoldgica

Todos o0s casos foram revisados de acordo com o protocolo
estabelecido pelo Grupo Brasileiro de Melanoma e pela Sociedade Brasileira de
Patologia, seguindo critérios da Classificaggo TNM do Melanoma,

segundo o American Joint Committee on Cancer (Tabelas 1 e 2). [108, 109]

Entre as diversas variaveis histoldgicas compiladas e listadas no

anexo |, as seguintes foram utilizadas:
- Espessura do tumor;
- Nivel de Clark [110];

- indice mitético (numero de mitoses por 10 campos de grande aumento)
[111,112,113,114,115].
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Dois blocos cilindricos foram obtidos do tecido parafinado de cada
tumor dentro de uma area previamente marcada e identificada usando um tissue
microrarrayer (Beecher Instruments®, Silver Spring, USA). Com uma agulha de
1.0mm, o material foi transferido para um novo bloco de parafina, de acordo com a
técnica de Kononen et al [105]. As amostras incluiam 72 tumores primarios
(melanomas extensivos superficiais acima de 1mm). Uma lamina de 6um do bloco

principal foi corada com H&E para analises futuras.

Por meio do mapa construido em planilha Excel®, com identificagdo
detalhada de cada cilindro, foi possivel a localizagdo precisa de cada caso no
bloco de Iaminas do TMA. (Figura 2)

Figura 2- Fotografia do bloco e da lamina do TMA de melanomas cutaneos

extensivos superficiais invasivos
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Tabela 1- Classificagdo TNM do Melanoma, segundo American Joint Committee
on Cancer, 2002

T Espessura Ulceracao
Tis Melanoma in situ
T1 <1mm a: sem ulceragao e Clark IlI/11l

b: com ulcaracéao ou Clark IV/V

T2 1,01 - 2mm a: sem ulceracao
b: com ulcaracao
T3 2,01 -4mm a: sem ulceracao
b: com ulcaracao
T4 >4mm a: sem ulceracao
b: com ulcaracao
N Ne de linfonodos metastaticos Infiltracao tumoral do linfonodo
N1 1 linfonodo a: micrometastase”
b: macrometastase*
N2 2 ou 3 linfonodos a: micrometastase”
b: macrometastase*
c: metastases em transito/satelitose
sem metastase nodal
N3 4 linfonodos ou mais, ou linfonodos

confluentes, ou metastases em

transito/satelitose com metastase linfonodal

M Localizacao DHL sérico

M1a Metastase cutinea, subcutanea ou Normal

linfonodal a distancia

M1b Metastase pulmonar Normal
M1c Outras metastases viscerais Normal
Qualquer metastase a distancia Elevada

*‘Micrometastases sdo diagnosticadas apods realizacdo de pesquisa do linfonodo sentinela ou
linfadenectomia.
*Macrometastases s&o definidas como linfonodos clinicamente detectados e confirmados por
linfadenectomia terapéutica ou quando as metastases linfonodais apresentarem infiltragdo
extra-capsular.

Fonte: Adaptado de BALCH et al. (2001b) [108, 109]
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Tabela 2- Estadiamento clinico do Melanoma, segundo American Joint Committee
on Cancer, 2002

Estadio T N M
0 Tis NO MO
1A T1a NO MO

T1b NO MO
IB

T2a NO MO

T2b NO MO
1A

T3a NO MO

T3b NO MO
IIB

T4a NO MO
lic T4b NO MO
A Qualquer T N1 MO
B Qualquer T N2a ou N2b ou N3 MO
lnc Qualquer T N2c MO
v Qualquer T Qualquer N Qualquer M

Fonte: Adaptado de BALCH et al. (2001b) [108,109]

3.3- Aquisicao das imagens

A aquisicdo das imagens foi feita com uma camera digital Leica
DC 500° com alta resolugdo (12 megapixels) e com uma objetiva de dleo de
imersao (x100). As imagens foram salvas sem compressao no formato bitmap
24-bit color. Pelo menos 150 nucleos de cada tumor, escolhidos ao acaso,
foram adquiridos de cada caso, pelo mesmo operador, no melhor foco, isto &,
no foco em que os contornos se apresentaram nitidos na maior parte do perimetro

da carioteca (Figuras 3 e 4).
Foram seguidos os seguintes critérios:

a) Somente foram adquiridos nucleos com caracteristicas de células de

melanoma, desprezando-se quaisquer outras células do campo.
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b) Nucleos sem pregas, fendas e dobramentos.

c) Nucleos sem superposicdo de qualquer estrutura, por exemplo, bolhas,

precipitacdo de corante ou outros nucleos.

Figura 3- Fotografia digital de lamina de melanoma corada com H&E

Figura 4- Nucleo segmentado de célula de melanoma
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Os nucleos foram, entdo, convertidos para uma escala de cinza de 8 bit,
por meio do calculo da Iluminancia. Para preparar a imagem para ser
transformada, e para o calculo da dimensao fractal, ela é convertida em escala de

cinza, através do calculo de luminancia (Figura 5).

Figura 5- Nucleo segmentado de melanoma em escala de cinza

Finalmente calculamos as seguintes varidveis cariométricas de cada

nucleo:

Area do nucleo;

Form factor (Fator de forma)-FF;
Maior corda;

Diametro transverso médio;

Dimensao fractal da cromatina de acordo com Sarkar.

As variaveis morfométricas descrevem aspectos relacionados a forma
nuclear como area, perimetro, maior e menor didmetro e fator de forma (também

descrito como “form factor”).
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A area do nucleo segmentado é facilmente calculada pelo programa do

computador.

Entre os descritores morfométricos, o form factor € uma medida que
tem uma relagao linear inversa com o grau de irregularidade do contorno nuclear.

Este valor pode ser obtido pela férmula:

FF=4mA/P?

onde A= area e P= perimetro.

Quanto mais préoximo da forma arredondada, o form factor se aproxima
de 1. Quanto mais distante da forma arredondada (por alongamento ou

irregularidades no contorno), o fator de forma torna-se mais préximo de zero.

Portanto, o valor de FF de um circulo é 1,0. Valores <1,0 indicam
diferentes graus de irregularidades na forma nuclear, com os valores mais baixos

representando nucleos mais irregulares.

E possivel se determinar a maior corda de um nulcleo por meio de

técnicas de morfologia matematica (Figura 6).
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Direcdo da

Figura 6- Exemplo de maior corda (adaptado de Bedin, V. Tese de Mestrado-
Unicamp-2004 [47])

Apods a normalizagéo do histograma de valor de cinza para cada nucleo,
uma imagem pseudotridimensional foi criada com o eixo z definido pelo nivel de
cinza de cada pixel, transformando assim a textura de cromatina corada com
hematoxilina-eosina em uma superficie rugosa. Esta imagem tem o aspecto de
paisagem, sendo a parte mais escura representada pela menor altura e a parte

mais clara pela maior (Figura 7).

Figura 7- Transformagao do nucleo segmentado em imagem pseudo 3-D
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A dimensao fractal (FD) da superficie das imagens pseudo 3-D foi
calculada de acordo com Sarkar através de um software desenvolvido por
Dr Randall L Adam, nos laboratérios da Universidade Estadual de Campinas-
UNICAMP.

Sarkar et al [100], em 1992, descreveram que, para se determinar a
dimenséo fractal (FD), devemos ter um valor de coordenadas x e y cujas
dimensdes correspondem a uma imagem do tipo MxM, onde teremos M? pixels.
A coordenada z denota o nivel de cinza do pixel. Assim, os pares x, y indicam a

posicao na imagem, e a altura da superficie indica o nivel de cinza.

Uma imagem € modelada entdo, como um relevo, onde as alturas

representam os tons de cinza.

O espaco €, entado, subdividido em "boxes" de lados SxSxS, onde S é
um multiplo do tamanho do pixel em (x,y) e S € multiplo do nivel de cinza unitario
na direcdo z. Uma imagem com tamanho MxM pixels é dividida, no plano x,y,
em grids de SxS pixels onde, 1 < S <M/2 e S é um inteiro. Em cada grid ha uma
coluna de "boxes" SxSxS. Por exemplo, na Figura 8 temos a modelagem de parte
de uma imagem no espacgo, representada pela superficie externa (niveis de cinza
da imagem). Nesta figura, a superficie da imagem foi representada de forma
suave para facilitar a apresentacdo do método, na realidade teremos a superficie

de uma imagem digitalizada que, em geral, € mais irregular.

De acordo com Sarkar et al [100], preenchemos o espago com cubos e
contamos o numero de intersecgdes deles com a superficie. Este procedimento foi
repetido com cubos menores ou maiores. Num diagrama bilogaritmado para cada
um desses procedimentos, o numero de intersecgdes € representado pelo valor no
eixo y e o tamanho dos cubos, pelo valor no eixo x. A dimensao fractal pode assim

ser obtida pela inclinagao da linha de regressao linear (Grafico 1).
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Figura 8- Modelo de obtencdo da FD por meio de “box counting” (adaptado de
Sarkar et al [117]

Contagem através de box- Método de Sarkar

Y = 0,24964 + 2,06570"X
10 - 95,0% Confidence interval (Line)
95,0% Confidence interval (Data)

Logaritmo -
da B SRR, . O
contagem |-
das £
interseccoes ||

R2=0.9987 |

Logaritmo do
tamanho do box

Grafico 1- Diagrama de log x log da textura de imagem
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3.4- Analises estatisticas

O tempo de observagao foi contado desde a data do diagnéstico até o

ultimo contato (minimo de 60 meses nos sobreviventes).

Curvas de tempo-evento foram analisadas de acordo com Kaplan-Meier

e teste de log-rank, assim como a regressao de Cox univariada.

As variaveis que obtiveram p<0,10 no modelo univariado da regresséo

de Cox foram testadas na analise multivariada.

Todas as andlises foram realizadas com os programas Winstat e
SPSS10.0.

3.5- Aprovacao pelo Comité de Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa
do Hospital A.C. Camargo. (CONEP - 119149) em 13 de dezembro de 2006.
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4- RESULTADOS
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4.1- Estatistica descritiva

O estudo foi realizado com 71 pacientes sendo 41 (57,8%) do sexo
feminino e 30 (42,2%) do sexo masculino (Grafico 2).

42%

Ozexo fem
W 5eX0 Masc

Grafico 2- Grafico da distribuicdo dos pacientes por sexo
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O acompanhamento médio foi de 104 meses, com o minimo de 8 e o

maximo de 160 meses (Grafico 3).
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Grafico 3- Tempo de acompanhamento dos pacientes

Tivemos 15 pacientes que morreram, no periodo do estudo, devido a

doencga disseminada.
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O tumor primario estava localizado no tronco em 47.1% dos pacientes,

44 1% nas extremidades e 8,8% na cabeca e pescoco (Grafico 4).

44 10%

8 80%

47 10%
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m Extremidades

OCabega e pescogo

Grafico 4- Localizacao dos tumores primarios

A distribuicao dos pacientes segundo o estadiamento estd demonstrada

na Tabela 3 e no Grafico 5.

Tabela 3- Tabela da distribuicdo dos pacientes com melanoma cutaneo extensivo

superficial de acordo com o estadiamento ao diagndstico segundo o

AJCC 2002.

Estadio N de Casos (%)

A 27 (38)

1B (4)

lIC 17 (24)

A (10)

1B (13)

e (11)
Total 71 (100)
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Grafico 5- Distribuicao dos tumores por estadios

A espessura tumoral foi medida entre 1,05mm

a 17,0mm (média de

2,35mm) e foi um fator prognéstico adverso significante na regressdo de Cox
univariada (B=0,1623; p=0,0007) (Gréfico 6).
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Grafico 6- Distribuicao dos pacientes de acordo com a espessura dos tumores

Resultados
70



O nivel de Clark variou de 1 a 5 e foi também um fator progndstico
adverso significante (B=1,1574; p= 0,0011) (Grafico 7).

Nivel de Clark
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Grafico 7- Distribuicao dos pacientes pelo nivel de Clark
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No momento do diagndstico, os pacientes tinham idade média de
55 anos (variagdo de 14 a 89 anos). A idade nao foi um fator progndstico no
modelo de riscos proporcionais (p> 0,10) (Grafico 8).
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Grafico 8- Distribuicao dos pacientes de acordo com a idade no diagnéstico

Oito pacientes apresentavam linfonodos com metastases e 3 pacientes
metastases hematogénicas no diagnéstico, mas estes subgrupos nao mostraram

piora de sobrevida estatisticamente significante (p > 0,1 em ambos 0s casos).

A média do indice mitético foi 3 por 10 campos de grande aumento
(variando entre 0 e 52/10HPF).
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Este indice mostrou-se estar significantemente correlacionado com a
espessura do tumor (r=0,54; p<0,0001) e revelou ser um fator progndstico
significante (B= 0,043; p=0,0095) (Grafico 9).

60
50
40 o
30 o
20 ' ' e

indice mitético

10 h—
fl H.n "ﬂ ~nll. ” Don o Aplfl

0 — 0 - n=UHAHT n = n
ririrrrrrrrrrrrrTrrrr T T T T T T I T T T T T T T T T T T r T T r T T T T I T rTrTTT

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69
Numero do paciente

Grafico 9- Distribuicao dos pacientes pelo indice mitético

A éarea nuclear teve valor médio de 81,3u?; (variacdo de 33.7p2 a
139.3u2) e foi também correlacionada com a espessura do tumor (r=0,405;
p=0,00045) e o indice mitdtico (r=0,31; p=0,008) e mostrou ser um fator

progndstico significantemente desfavoravel (B=0,0212; p= 0,0274).

O form factor (média: 0,706, variacao de 0,573 a 0,807) demonstrou
estar correlacionado negativamente com a espessura do tumor (r=0,431;
p< 0,0001) e o indice mitético (r=0,28; p=0,016), mas sem relevancia progndstica
(p=0,417).

Resultados
73



A dimensao fractal da estrutura da cromatina (média 2,06, variagao 2,01
a 2,082) demonstrou estar significantemente correlacionada com a espessura
tumoral (r=0,482; p< 0,001) e o indice mitético (r=0,342 e p=0,002). Também
mostrou relevancia prognéstica (B= 73,9; p=0,0091) (Figura 9 e Grafico 10).

Nucleo segmentado

eé
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Figura 9- Representacdo esquematica da obtencao da dimensao fractal
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Box counting - Método de Sarkar

Y =0,24964 + 2,06570*X

10 4 95,0% Confidence interval (Line) S L T .
95,0% Confidence interval (Data) : :

Log Box Counting

Log Scale

Grafico 10- Obtencao da dimensao fractal - Y - através do método de Sarkar

Num passo posterior, aplicamos a regressdao de Cox multivariada,

estratificada pela presenca ou auséncia de metastases no diagnéstico.
A regressao final incluiu apenas as seguintes variaveis:

Nivel de Clark (B=1,0427; p=0,0036) e dimensao fractal da cromatina

(B=55,169; p=0,05) como fatores prognésticos independentes.
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5- DISCUSSAO
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O comportamento bioldégico dos tumores esta estritamente ligado a
sobrevida dos pacientes. Fatores prognésticos usualmente estdo baseados em
dados clinicos e analise morfoldgica, incluindo variaveis tais como a espessura do

tumor e a taxa de mitose [1,2,3].

Estas variaveis clinico-patoldégicas, embora sejam marcadores
prognosticos robustos e reprodutiveis, ndo conseguem prever, com precisao,

os resultados clinicos para um Unico paciente.

Por conseguinte, uma busca por novos marcadores é oportuna para
que os pacientes com maior risco possam ser identificados e submetidos a
intervencao terapéutica precoce ou a orientacdo mais adequada.

Para se alcancar este objetivo, tém-se utilizado marcadores
imunoistoquimicos tradicionais e novos, hibridizagdo gendémica comparativa e
perfil mutacional [1,4,5]. A maioria destas técnicas sao sofisticadas e caras,
exigem laboratorios equipados e uma equipe bem treinada.

A citometria digital computadorizada mostrou ser um instrumento que

pode ajudar na solucao desta problematica.

Fatores conhecidos na literatura, como espessura do tumor, nivel de
Clark e indice mitético foram confirmados pelo nosso estudo.

A relevancia, em termos de prognéstico, da espessura do tumor,
medida que se correlaciona diretamente com a profundidade de infiltracéo,
€ hoje considerada o fator prognéstico isolado mais importante nos pacientes com

melanoma localizado [111].

Os niveis de Clark obtém-se pela comparacdo do nivel de invasao

tumoral com as camadas da pele.
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Os tumores sao divididos em 5 niveis.
Nivel I: as células tumorais estao confinadas a epiderme (in situ);
Nivel Il: o tumor invade a derme papilar, atravessando a membrana basal;

Nivel 1ll: o tumor preenche a derme papilar e estende-se entre a derme papilar e

reticular;
Nivel IV: o tumor invade a derme reticular;

Nivel V: o tumor invade o tecido subcutaneo [110].

O indice mitdtico tem sido avaliado como um importante fator

prognastico nos paciente com melanoma [111,112,113,114].

No entanto, a presenca de ganglio linfatico metastatico ou metastases
hematogénicas, considerados na literatura [1,2] como fatores progndsticos
importantes, nao tiveram, no nosso estudo, importancia significativa, mas isto se
deveu, possivelmente, ao numero muito pequeno de pacientes com tumores nos

estagios Il ou V.

O poder estatistico da nossa amostra nao foi suficiente para que esse

dado pudesse alcancar significancia estatistica.

A fim de eliminar qualquer influéncia das metéstases, no modelo de
risco proporcional, utilizamos a regressao de Cox estratificada pela presenca ou

auséncia de metastases.

Durante a progressdao do tumor, passando da fase de crescimento
radial para a fase de crescimento vertical e, finalmente, para o fendtipo
metastatico, muitas alteracées da expressao génica podem ser encontradas.
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Do ponto de vista clinico vemos alteracées de forma, do tamanho,
da superficie, mudancas de cor e sintomatologia associada a esta evolugao.
O maior sinal clinico € a variacdo da cor da lesdo, seguido da mudanca de
tamanho. Outros sinais como a ulceracao, hemorragia e aumento de diametro da
leséo frequentemente sugerem estadio avangado de melanoma maligno [1].

Do ponto de vista histolégico, durante a progressdo do cancer,
mutacdes genéticas interagem com a remodelagdo da cromatina. Os principios
basicos da regulacao do ciclo celular estdo na iniciacado de reagdes em cascata
que irdo culminar na fosforilagcdo e desfosforilacdo de proteinas relevantes.
Alteracbes na expressao ou atividade das proteinas que regulam o ciclo celular e
a morte celular programada sédo essenciais para o aparecimento das neoplasias e
sua capacidade de metastatizacdo [12, 13]. Carlson et al, 2009, relataram
dificuldades para diferenciar entre melanoma e nevo benigno quando se aplicaram
apenas técnicas simples de histologia. Os autores sugerem o uso de novas
tecnologias moleculares e de bioinformatica, necessarias para predizer com mais
certeza o comportamento do tumor e selecionar a terapia mais adequada
individualmente [116]. Em outro estudo foram feitas medicdes objetivas de regides
organizadoras de nucléolos (AgNORs), para diferenciar lesbes melanociticas
benignas e malignas [117],

A atividade proliferativa através do antigeno nuclear de proliferacao
celular (PCNA) e do anticorpo monoclonal Ki-67 em lesdes melanociticas na pele
foi estudada em 1993 [118]. Encontramos ainda um estudo da microdensitometria
de DNA nuclear e de variaveis cariométricas, como compactacao da cromatina
nuclear ou o tamanho e forma do ndcleo, para diferenciar entre melanoma e varias

formas de nevos melanociticos [119].

As diferengcas cariométricas entre lesbes melanociticas benignas e
malignas refletem as alteracbes no nivel genético e epigenético que ocorrem
durante a transformagé@o de nevo melanocitico comum em nevo displasico e deste

para melanoma [120].
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Este processo envolve alteragcdes dinamicas no genoma, produzidas
por mutacées com ganho de funcao de oncogenes ou perda de fungdo de genes
supressores tumorais [121]. A perda de expressao da proteina p16 em melanomas
esta associada a capacidade de invasao e metastizacao, além de recorréncia do
tumor e pior progndstico [6]. A expressdo aumentada de ciclina D1 pode resultar
de amplificacdo génica ou ativagdo de via acessoéria através da mutagdo do gene
codificador da proteina ras [122]. O gene p53 é um gene com capacidade
supressora de tumor, localizado no cromossomo 17p13, cuja mutacao € descrita
em diversos tumores malignos [8]. Ele possui funcao primaria de manutencao das
células em estado de repouso apds qualquer dano no DNA, preservando a
estabilidade do genoma da célula. A presenca de dano no material genético
celular induz a expressao da proteina p53, que ira intensificar a expressao do
gene Cip1, que codifica a proteina p21. Esta proteina leva a parada do ciclo
celular na fase G1, através da sua ligagdo com o complexo CDK-ciclina [123].
A proteina p53 é capaz de induzir apoptose se nao houver a devida reparacao do
DNA danificado, protegendo a célula do acumulo de mutagdes e subsequente
transformacdo maligna [124]. Foi descrita, ainda, a participagdo de p53 na
senescéncia tardia, dependente de encurtamento de telomerase, em melandécitos

com deficiéncia da proteina p16 [125].

O gene waf1/Cip1 localizado no cromossomo 6p21.2 € também um
gene supressor de tumor e codifica a proteina p21, sendo um dos principais genes
efetores que participam do controle do ciclo celular através da via do p53.
A proteina p21 é um inibidor de quinases dependentes de ciclina (CDKs) e impede
a replicacdo do DNA, ligando-se ao complexo CDK-ciclina e evitando a sua acao
sobre a proteina Rb [7]. Outra via de acao da proteina p21 é através de sua
ligagdo direta ao antigeno nuclear de proliferagcdo celular (PCNA), anulando a
atividade da enzima DNA polimerase [126]. Estudos revelam uma correlagédo
positiva entre o nivel de expressao da proteina 21 e o avanco do estadio da
doenca [127].
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Assim, podemos esperar que as mudancas de forma e tamanho nuclear
e, especialmente, a distribuicdo da cromatina, poderiam ocorrer em paralelo com a
progressdao tumoral nos casos de melanoma. Nossas medicOes cariométricas
estdo em conformidade com esta hipétese; com o aumento da espessura do
tumor, ou seja, com o crescimento vertical, a area nuclear aumenta e o form factor

diminui, o que significa que as células perdem a sua forma arredondada.

Na regressao univariada de Cox, a area nuclear também foi um fator
prognostico desfavoravel importante, ou seja, a capacidade de metastatizacao foi

maior nos melanomas com nucleos maiores.

Este resultado confirma um estudo anterior feito por Mossbacher et al
[128], em 1996, que demonstrou que o volume médio nuclear de melanomas
primarios com curso metastatico subsequente foi maior que o volume nuclear dos

tumores sem metastatizagao.

Segundo Talve et al [129], em melanomas aneupldides, a espessura do
tumor estd correlacionada com o tamanho nuclear, que, por sua vez,
esta correlacionado com uma maior proporcao de células aneupldides e aumento

da instabilidade genética.

Em nosso trabalho, o tamanho nuclear mostrou-se positivamente

correlacionado com a dimensao fractal da arquitetura da cromatina dos nucleos.

A fractalidade de nucleos de tumor em laminas de citologia ou de
histologia demonstrou ser de relevancia prognéstica importante em varias
neoplasias. Goutzanis et al, 2008, [130], estudaram a dimensao fractal dos
nucleos como fator prognostico no carcinoma epidermdide oral e concluiram que a
dimenséo fractal estava significantemente correlacionada com o tamanho nuclear,
e que tumores bem diferenciados apresentavam valores de FD menores do que 0s
pouco diferenciados.

Delides et al, 2005, [131], num estudo feito com carcinoma de laringe,
demonstrou que, aqueles cujas células tinham dimensao fractal menor do que a
média da amostra, apresentavam maior sobrevida, concluindo que a FD pode ser
utilizada como fator prognéstico nesta doenca.
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Mashiah et al, 2008, [132], publicaram trabalho em que estudaram
linfomas e leucemias aplicando a dimensdo fractal em nucleos de células de
biépsia da medula 6ssea. Incluiram no estudo células linféides de cinco grupos
diagnésticos distintos, e células de pacientes com leucemia. Eles propuseram que
a dimensao fractal dos nucleos das células hematoldgicas corresponderiam a sua
entidade clinica. Como houve diferenca significativa nas dimensdes fractais entre
os varios tipos de malignidades hematologicas, os autores propuseram que a FD
poderia ser uma ferramenta potencialmente Utii para a avaliacdo do

comportamento clinico das doengas hematoldgicas.

Adam et al, 2006, [133], estudaram a dimensao fractal da cromatina
nuclear como fator prognéstico nas leucemias linfoblasticas do tipo B. Utilizaram o
método de Minkowski-Bouligand e o “goodness-of-fit’ da FD foi estimado pelos
valores de R2 nos “plots” do tipo log-log. Os autores concluiram que, apesar da FD
nao apresentar relevancia prognostica, pacientes que mostraram valores de R?
mais elevado tiveram maior sobrevida. Este fato indica que blastos que tém
valores mais baixos de R?, equivalentes a um padrdo de cromatina mais rugoso,
o que pode refletir mudangas profundas de metilagdo do DNA, s&o indicativos de

pior prognadstico.

Metze et al, 2009, em trabalho feito com pacientes com mieloma
multiplo, fizeram ver que as caracteristicas fractais da cromatina nuclear,
nas laminas de citologia coradas de forma rotineira, sdo fatores progndésticos
independentes [138].

Em nossa investigacdo, a dimensao fractal da cromatina, obtida em
laminas coradas com hematoxilina, mostrou ser um fator adverso progndstico

independente para sobrevida em melanomas malignos.

Como possivel explicacédo, gostariamos de associar a fisiopatologia da
cromatina nuclear e a morfologia da seguinte maneira: em geral,
um comportamento mais agressivo, encontrado em neoplasias geneticamente
instaveis, com um maior numero de alteracbes genéticas ou epigenéticas,

€ representada por um rearranjo mais complexo da cromatina.
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Consequentemente, a dimensao fractal nuclear aumentada, encontrada
em melanomas mais agressivos, é 0 equivalente matematico de uma arquitetura

de cromatina com maior complexidade.

No nosso estudo, a espessura do tumor, o tamanho nuclear, o indice

mitotico e a dimensao fractal mostraram-se positivamente correlacionados.

Nao obstante, o procedimento stepwise da regressdo multivariada de
Cox selecionou apenas a dimensao fractal e o nivel de Clark como variaveis
independentes, que construiu 0 melhor modelo de risco proporcional, explicando a
sobrevivéncia dos pacientes. Isso significa que a complexidade da distribuicao da
cromatina contém informagéo progndstica relevante, que € independente do nivel
de Clark.

Esta investigacdo baseou-se em um numero relativamente pequeno de
pacientes e, especialmente, de eventos, portanto, o poder estatistico deste estudo
ficou limitado, e deve ser seguido por novos trabalhos para sua confirmacéo.

Em outras palavras, com um numero maior de pacientes e eventos,

talvez tivéssemos alcangado a entrada de outros fatores na regressao final.

No entanto, gostariamos de concluir que ha fortes indicios de que a
dimenséo fractal da textura da cromatina nuclear pode ser uma nova e promissora

variavel em modelos de progndstico do melanoma maligno.
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6- CONCLUSAO
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A literatura consagrou alguns fatores progndsticos para o melanoma
maligno, como tipo histologico, medidas de espessura, indice mitético e nivel de
Clark. Existem, porém, alteracdes sutis da cromatina de nucleos, muito além da

percepcao do olho humano, que podem também servir como fatores prognésticos.

Comparamos esses fatores prognosticos conhecidos com os resultados
de andlises da dimensdo fractal da cromatina, através de programas
computacionais, e observamos que o nivel de Clark e a dimenséo fractal da
cromatina, nos melanomas extensivos superficiais, sao fatores progndsticos

independentes.

Concluimos que a andlise computadorizada das imagens histoldgicas
através da utilizacdo de um programa de computador de facil utilizacdo pode

acrescentar valiosas informagodes relevantes para o paciente.
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