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Resumo

s

A quantificacdo de imagens histoldégicas € frequentemente requisitada em
investigacdo biomédica. Muitos dos métodos utilizados sdo morosos, dificilmente
reprodutiveis e com grande subjectividade.

Neste trabalho pretendeu-se descrever e validar metodologias de medicdo de

fibrose mais objectivas, reprodutiveis e de facil execugdo com recurso ao software Image J.

No modelo de fibrose hepética foram comparadas as percentagens obtidas numa
seccao total e em véarias ampliacbes. Para a fibrose de miocérdio, foi criada uma macro e

validada a sua reproductibilidade intra e inter-observacional.

Na fibrose hepatica, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05), mas a correlacdo revelou-se mais forte entre os resultados obtidos
na fotografia da seccao total e nas duas fotografias a 40x (r = 0,963). No caso da fibrose do
miocardio, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os resultados obtidos
manualmente e com a macro (p > 0,05). Em relagdo a variabilidade inter-observador, a
macro revelou-se um método menos variavel ao apresentar indices de correlagdo mais

elevado entre observadores que a medigdo manual.

A utilizacdo do ImageJ permitiu a definicio de metodologias em dois modelos de

fibrose que permitiram uma medicdo objectiva, reproductivel e de maneira menos laboriosa.

Palavras-chave: Patologia experimental, Resultados representativos, Morfometria,

Modelos de Fibrose, ImageJ, Macros, Figado, Coracéo.
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Abstract

Quantification of histological images is often required in biomedical research. Many

of the methods used are time-consuming, difficult to replicate and with great subjectivity.

This work aimed to describe and validate more objective, reproducible and easy to

perform fibrosis measurement methodologies using ImageJ software.

In the liver fibrosis model, the percentages obtained in a total section and in several
magnifications, were compared. For myocardial fibrosis, a macro was created and validated

for its intra and inter-observational reproducibility.

In hepatic fibrosis, no statistically significant differences were found (p> 0.05), but
the correlation was stronger between the results obtained in the photograph of the total
section and in the two photographs at 40x (r = 0.963). In the case of myocardial fibrosis, no
significant differences were found between the results obtained manually and with the macro
(p> 0.05). Regarding the interobserver variability, the macro was shown to be a less variable
method by presenting higher correlation coefficients between observers than manual

measurement.

The use of ImageJ allowed the definition of methodologies in two models of fibrosis

that allowed objective measurement, reproducible and in a less laborious way

.Keywords: Experimental pathology, Representative results, Morphometry, Fibrosis

Models, Imaged, Macros, Liver, Heart
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1. Relatério de estagio

1.1. Instituto Gulbenkian de Ciéncia (IGC)

Realizei a primeira parte do meu estagio curricular no servico de histopatologia do
IGC sob a supervisdo do Doutor Pedro Faisca. Esta parte do estagio curricular teve a
duracdo de 4 meses e meio, tendo iniciado no dia 15 de Setembro de 2016 e findado no dia
31 de Janeiro de 2017.

Localizado na Rua da Quinta Grande, nimero 6 em Oeiras, o0 IGC é um centro de
referéncia nacional e internacional no que toca a investigacdo nos ramos da biologia e
biomédica. Foi criada no ano de 1961 pela Fundag&o Calouste Gulbenkian com o objetivo
de permitir e auxiliar a investigacdo em Portugal. Actualmente e desde 2012, o seu director
€ Jonathan Howard. Passou por varios processos de renovagdo até ao dia de hoje com o
intuito de poder fazer frente a cinco desafios: O de promover um ambiente multidisciplinar
que leve a exceléncia na investigacdo biol6gica e biomédica, servir de incubadora para
novos investigadores e guia-los até ao sucesso, o de providenciar infrastuturas com
tecnologia de ponta e financiamento necessario aos projetos em curso, o de ter programas
de estudos internacionais de modo a facilitar a partilha de conhecimento e, por ultimo, o de
promover os valores da ciéncia junto da sociedade. O IGC esta integrado em redes
investigacionais nacionais e internacionais. A nivel nacional faz parte do “Campus de
Oeiras” dos quais fazem também parte o Instituto de Tecnologia Quimica e Bidlogica (ITQB)
da Universidade de Lisboa e o Instituto de Biologia Experimental e Tecnoldgica (iBET) e a
nivel internacional encontra-se inserido no EU-LIFE que consiste num grupo de 13 centros
de investigacdo europeus cujo objetivo principal passa pelo avango da tecnologia na europa

em conjunto.

A nivel interno, neste momento alberga 42 grupos de investigacdo (por volta de 370
investigadores de 31 paises diferentes) nas suas instalacdes e mais 29 grupos que
desenvolvem os seus trabalhos em institutos externos associados. Os grupos de trabalho
levam a cabo estudos que podem variar entre estudos fundamentais moleculares, celulares,
de organismo até estudos populacionais. Para tal, em grande parte deles, sdo utilizados
diferentes modelos nomeadamente leveduras, plantas, minhocas, moscas, peixes-zebra e

murganhos sendo que a escolha é feita consoante qual ou quais possuem as caracteristicas
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mais importantes para os objetivos do estudo. O seu programa cientifico actual é
multidisciplinar e inclui investigacdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento, Interactes
entre patogénio e hospedeiro, Genética das Doencas, Biologia de Plantas, Neurociéncias e

Biologia Computacional.

O servico de histopatologia € constituido por duas técnicas de anatomia patolégica, a
Marta Pinto e a Joana Rodrigues e por um patologista, o0 Doutor Pedro Faisca. Os objetivos
do servico sdo o de processar amostras enviadas pelos diferentes grupos de investigacao

para posterior analise anatomopatol6gica das mesmas.

1.1.1. Atividades desenvolvidas

Ao estar inserido no servico de histopatologia do IGC tive a oportunidade de

acompanhar os desafios diarios de um patologista experimental.

Sob a supervisao e em conjunto com o Doutor Pedro Faisca analisamos amostras de
dois diferentes modelos, murganho (Mus musculus) e peixe-zebra (Danio rerio) sendo que a
sua maioria eram provenientes de murganho. Em duas situacdes tive a oportunidade de
trabalhar também com amostras provenientes de cultura de células (pele humana e

adipécitos de murganho)

As amostras alternavam muito consoante o grupo que as enviava. Tive oportunidade
de observar amostras histolégicas no caso do murganho de sistema nervoso central (ex:
Cérebro), sistema enddcrino (ex: Tiroide e Glandulas adrenais), sistema tegumentar (ex:
Pele), sistema reprodutor masculino e feminino (testiculos, ductos deferentes, prostata,
glandulas seminiferas, ovarios, Utero e vagina), sistema gastrointestinal e 6érgaos anexos
(intestino delgado, intestino grosso, estébmago, figado, pancreas e glandulas salivares),
sistema respiratério (pulmdes), sistema linféide (baco, linfonodos e medula éssea), sistema
urinario, (rins) sistema musculo-esquelético (musculo e tibia), sistema circulatério (coragao),
tecido adiposo e 6rgdos dos sentidos (olhos). As amostras de peixe-zebra permitiam a
observacdo do animal na integra numa lamina permitindo a observacdo de todos 0s seus

sistemas.

O trabalho desenvolvido variava consoante a experiéncia. O mais comum foi a descri¢cao
morfoldgica das lesdes encontradas com associacdo causal ao modelo e experiéncia e

posterior comparacdo entre grupos. (ex: a descricdo de lesGes de necrose e deposicdo de
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fibrose num figado de um murganho ao qual foi injectado acetaminofeno). Realizei também
estudos morfométricos em determinadas amostras nas quais a descricdo morfoldgica por si
s6 ndo permitia posterior comparacao entre grupos existindo a necessidade de algum
género de quantificacdo que permitisse. Efectuei tal tipo de estudos em amostras de tecido
adiposo (areas de adipdécitos), amostras de figado e amostras de coracao (areas de fibrose
e areas de cardiomiocitos). Em certas tarefas trabalhei com diferentes sistemas de gradacéo
de lesbes em diferentes 6rgaos (ex: Colites induzidas). Por fim ajudei na realizacdo de dois
relatérios de necrépsia, um de peixe zebra e um de murganho. Embora variavel o tipo de
trabalho, em todos os casos eram tiradas fotografias digitais de 6rgaos representativos de
cada grupo para enviar aos investigadores e para servirem de arquivo posterior. Nos casos
que eram necessarios os estudos morfométricos, para além das fotografias representativas,

eram também tiradas fotos com esse intuito.

Grande parte das laminas visualizadas eram provenientes de amostras incluidas em
parafina e coradas com coloragdo de Hematoxilina e eosina (H&E) contudo em alguns casos
eram pedidas coloracdes diferenciais, tendo assim oportunidade de me familiarizar com as
imagens histolégicas das seguintes coloragfes: Periodic Acid-Schiff (PAS), tricromico de
Masson (TM), Ziehl-Neelsen e oil red (OR) sendo que nesta Ultima tratavam-se de amostras
de congelagdo. Esporadicamente tive também a oportunidade de visualizar

imunohistoquimicas em amostras de figado.

Por fim em termos de infrasestruturas, tive a chance de utilizar para visualizacédo das
laminas um microscopio LEICA DMLB2 que se encontrava ligado a um computador MAC
OS X Version 10.5.8 2.4ghz Intel Core 2 e para a captura de imagens utilizava o software
LEICA FIRECAM. Em certas ocasides onde a obtencdo de uma imagem de uma secc¢ao
inteira era necesséria, tive também que utilizar o estereomicroscépio LEICA MZ 12.5 ou o
digitalizador de laminas HAMAMATSU NANOZOOMER-SQ DIGITAL SLIDE SCANNER
D12140-01 com o software NDPI view. Para os estudos morfométricos aprendi a utilizar o

software ImageJ.
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1.2. Faculdade de Medicina Veterinaria da Universita degli
Studi di Napoli

Realizei o resto do estagio curricular em Itdlia, na Universita degli Studi di Napoli
Federico I, no departamento de medicina veterinaria. O estagio teve a duracdo 10 semanas,
com inicio no dia 13 de Fevereiro de 2017 até ao dia 21 de Abril de 2017.

A Universidade de N&poles pertence ao grupo das universidades mais antigas do
mundo, tendo sido fundada pelo Imperador Federico em 1224. Actualmente o edificio
principal localiza-se no Corso Umberto enquanto que o departamento de veterinaria
encontra-se na Via Federico Delpino em Napoles. O diretor da faculdade de medicina
veterinaria é o Doutor Gaetano Oliva e a coordenadora de Erasmus e supervisora do meu
estagio foi a Doutora Laura Rinaldi. As instalagfes da faculdade de medicina veterinaria
encontram-se inseridas num mosteiro do século XVI. No piso térreo esta localizado o
hospital de pequenos animais, onde os consultérios das diferentes especialidades estéo
dispostos em redor de um claustrum central, enquanto que os laboratérios de anatomia

patolégica e parasitologia encontram-se no segundo e terceiro piso respectivamente.
1.2.1. Atividades desenvolvidas

Como aluno estagiario, fui inserido num sistema de rotagfes semanais. Iniciei a
actividade na rotagcéo de cirurgia e medicina interna, sob a supervisdo do Doutor Gerardo
Fatone onde acompanhei diversas consultas, de medicina geral e de especialidade e
cirurgias principalmente ortopedias onde auxiliei esporadicamente como instrumentista ou

segundo anestesiologista.

Na seguinte semana estive em radiologia, onde permaneci uma semana, sob a
supervisdo do Doutor Leonardo Meomartino, onde tive a oportunidade de efectuar trés
diferentes tipos de estudo imagiolégicos: radiografico, ecogréafico e atraves da tomografia
axial computorizada. A maior parte dos pacientes que acompanhei eram casos cirargicos

gue necessitavam de efectuar estudos imagiolégicos pré ou pos cirlrgicos.

Na seguinte semana estive no departamento de anatomia patolégica sob a
supervisdo da Doutora Brunella Restucci e acompanhado pela aluna de doutoramento

Karen Power. Nesta rotagcdo tive a oportunidade de fazer exame e diagndstico citoldgico,
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exame e diagndstico histopatoldgico, assistir a necropsias, montar laminas, trabalhar com o
micrétomo e auxiliar na preparacéo de solucdes de tampao fosfato salino para utilizacdo em
preparacfes de imunohistoquimica. A tarefa que mais vezes realizei foi analise
histopatologica de biopsias de céo e gato, contudo também tive a oportunidade de trabalhar

com amostras de tigre e camelo. Nesta rotacdo permaneci 5 semanas.

Por fim, estive 2 semanas na rotacdo de parasitologia sob a supervisdo da Doutora
Laura Rinaldi e acompanhado pelas alunas de doutoramento Rosachiara Vascone, Luisa
Del Prete e Valeria Caruso. Neste laboratério tive contacto e oportunidade de efectuar
diferentes procedimentos de diagndstico parasitolégico tais como: esfregacos de sangue
para pesquisa de hemoprotozoarios, teste de Knot para diagnéstico de microfilarias de
Dirofilaria immitis e repens, testes coprologicos como esfregacos fecais, FLOTAC e Mini-
FLOTAC (metodologia criada na instituicdo com o protocolo publicado na Nature Protocols)
para pesquisa de ovos, oocistos de Giardia spp. e larvas de parasitas broncopulmonares
nas fezes de animais de companhia, animais de producéo e exoticos, testes de Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) para Giardia spp., imunofluorescéncia para pesquisa
de Leishamia spp. e teste de Baermann para pesquisa de larvas. Tive também a

oportunidade de participar em discussfes de casos clinicos com as alunas de doutoramento

a TEMPO EM CADA ROTACAO (TOTAL = 10
SEMANAS)

Med.Interna e
Parasitologia Cirurgia
20% 20%

Radiologia
10%

Figura 1 Gréfico representativo da distribui¢cdo temporal de cada rotagdo no estagio na universidade de Napoles.
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2.Introducéo

2.1. Patologia Experimental — Importancia

“A good physiological experiment ... requires that it should present anywhere, at any
time, under identical conditions, the same certain and unequivocal phenomena that can

always be confirmed.” — Johannes Peter Milller, Fisiologista Alem&o (1801-1858).

O papel de um patologista é fortemente influenciado pelo local e objetivos do seu

trabalho.

A um anatomopatologista a exigéncia maxima passa por chegar a uma lista de
diagnésticos diferenciais/diagnostico definitivo que encaixem no caso clinico apresentado

com base nas alteragdes morfolodgicas encontradas.

No entanto, ao patologista experimental para além da descricdo das mesmas
alteracdes morfolégicas e da chegada a um diagnéstico diferencial/final € muitas vezes
pedido que “traduza” para numeros o que foi visto numa lamina para permitir uma posterior
andlise estatistica e comparacéo entre diferentes grupos/modelos experimentais. (Schofield,
P.N., Ward, J.M. & Sundberg, J.P. 2016)

Este facto tem especial importancia devido a crescente discussdo em torno da
reprodutibilidade dos resultados pré-clinicos obtidos apés a utilizacdo de modelos animais.
(Schofield, P.N., Ward, J.M. & Sundberg, J.P. 2016) A reprodutibilidade depende da correta
documentacéo de todos os procedimentos experimentais efetuados. Tendo isto em conta e
o facto de que os resultados histopatoldgicos continuarem a ser uma das abordagens mais
utilizadas para a caracterizacdo de fenétipos de organismos-modelo, a replicabilidade e
correta descricdo dos achados histopatoldgicos sdo de extrema importancia e tém um
grande impacto na interpretacdo dos efeitos de uma mutacdo ou tratamento
medicamentoso. (Scudamore, C.L. et al 2016) (Schofield, P.N., Ward, J.M. & Sundberg, J.P.
2016)

A obtencdo desta reprodutibiidade €é um desafio constante. Para tal, é
indispensavel a utilizacdo de sistemas que permitam uma obtencdo correta de resultados

com o minimo de variabilidade inter-observador. Esta desafiante necessidade é muitas das
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vezes enfrentada através da utilizacdo de sistemas de pontuacéo/ scores para gradacao de
lesBes (figura 2 e 3), possibilitando assim as comparacbes entre grupos mais faceis e
menos variaveis. Contudo a utilizacdo destes sistemas de scores nem sempre é facil ou
linear. Estes podem ser adaptados pelo patologista, de artigos que este encontre sobre o
modelo em questdo, em casos em que ndo existe bibliografia especifica pode criar um
esquema de pontuacdo ele préprio ou adaptar de literatura relacionada com medicina
humana. (Seamons A., Treuting P.M., Brabb T., Maggio-Price L. 2013). Esta Ultima opcao é
muitas vezes a Unica e leva a que, por vezes, seja dificil a sua adaptacdo aos modelos
experimentais pois nestes casos ndo é tida em conta certas particularidades fisiologicas e

fisiopatoldgicas dos animais utilizados nas experiéncias.

Todos estes fatores podem levar a que a mesma lamina dé origem a resultados

dispares entre observadores e é nestes momentos que as ferramentas morfométricas

podem ganhar importéancia de relevo. (Soreide K, et al 2009)

E, também, de salientar a necessidade de adaptacdo constante as diferentes
necessidades de cada grupo de investigacdo. Este € um pilar importantissimo na obtencéo
de resultados com interesse cientifico, pois, o patologista tem que ser critico em relacéo as
metodologias utilizadas e se sdo ou ndo as melhores para obter resultados de relevo.
Exemplificando: as diferentes metodologias de recolha e processamento das amostras
podem ser diferentes consoante o objetivo final do investigador. Num caso onde o interesse
principal seja a descricdo e quantificacdo de tumores colorretais 0 processamento das
amostras deve ser diferente do que num caso de avaliacdo de colites auto-imunes. Esta
otimizacdo de todo o processamento tem que ser efetuada pelo patologista, através de um
dialogo dinamico com os técnicos de anatomia patoldgica e investigadores pois, em Ultima
instancia € ele que observa as laminas e é o responsavel por dar os resultados mais
fidedignos possiveis. Por fim tem também que ser capaz de se adaptar aos diferentes
modelos que séo utilizados e ter capacidade de distinguir lesdes relevantes e associadas
diretamente a experiéncia de lesbes idiossincraticas (Schofield, P.N., Ward,J.M. &
Sundberg, J.P. 2016).

Pode-se, entdo, afirmar que o trabalho de um patologista experimental é desafiante
devido a necessidade incessante da obtencdo de resultados fidedignos e com
reprodutibilidade. Esta obrigacao leva a que cada vez mais sejam utilizadas e desenvolvidas

diferentes ferramentas e metodologias que nem sempre sao faceis de aplicar.
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Mucosal loss* Hyperplasia* Inflammation* Extent*,**
0- none 0- none 0- none 0- none

1- mild <5% 1- mild 1- mild mucosa only 1- <5%

2- moderate 6-30% 2- moderate 2- moderate mucosa and submucosa 2- 6-30%
3- marked 31-60% 3- severe with aberrant crypts 3- severe with abscesses, erosions 3- 31-60%
4- severe >61% 4- severe with herniation 4- severe with obliteration of architecture 4- >60%

and ulceration or transmural

*These are scored for each section of large bowel (cecum, proximal colon, mid colon and distal colon) and summed for total IBD score.
**Two extent scores are included in the IBD score. Extent 1= % of intestine affected in any manner; Extent 2 =% percent of intestine affected by the most severe score.
doi:10.1371/journal.pone.0079182.t001

Figura 2 Exemplo de score utilizado na gradacdo de lesdes inflamatérias no colon. Retirado de Seamons A.,
Treuting P.M., Brabb T., Maggio-Price L. 2013. PLoS One. Nov 11;8(11)

Modified staging: architectural changes, fibrosis and cirrhosis

Change Score

No fibrosis 0
Fibrous expansion of some portal areas, with or without 1
short fibrous septa

Fibrous expansion of most portal areas, with or without 2
short fibrous septa

Fibrous expansion of most portal areas with occasional 3
portal to portal (P-P) bridging

Fibrous expansion of portal areas with marked bridging 4

(portal to portal (P-P) as well as portal to central (P-C))
Marked bridging (P-P and/or P-C) with occasional nodules  §
(incomplete cirrhosis)

Cirrhosis, probable or definite [

Maximum possible score 6

Figura 3 Exemplo de score utilizado na gradacédo de fibrose hepatica. Retirado de Ishak, K. et al 1995, 22,

Journal of Hepatology 696-699

2.2. Morfometria

A palavra morfometria deriva da fusdo de duas palavras de origem grega — “morfos”
que significa forma e “metron” que significa medida/medicéo. Definindo, € um tipo de estudo
matematico que engloba diferentes métodos dos quais se extraem medic6es exatas a partir

de formas e padrdes. (Soreide K, et al 2009)

E considerada uma ferramenta integrativa capaz de gerar variaveis continuas que
posteriormente possibilitam comparagfes estatisticas. Os seus principais objetivos sdo o de
descrever objetiva e quantitativamente de maneira fidedigna e repetivel o que foi observado
anteriormente pelos olhos de um patologista, ndo ser varidvel entre observadores e dar
origem a resultados clinica e estatisticamente valorizaveis. Estes trés pontos sé&o
imprescindiveis para a correta aplicacdo de métodos morfométricos apresentando todos
igual importancia sendo que nenhuma metodologia morfométrica tem valor cientifico caso

ndo tenha existido, previamente a sua aplicacdo, a observacdo e confirmacdo de um
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patologista experiente que tenha dado o seu aval ao uso do dito método. (figura 4) (Di leva,
A. etal 2012)

Apesar de ndo ser uma metodologia nova, existindo publicagbes sobre o assunto
datadas dos anos sessenta e setenta, (Fritsch S., Grimm H., 1969) (Fontolliet-Girardier C.
1972) a sua utilizac@o na patologia tem vindo a aumentar. Este aumento deve-se a continua
necessidade de obtencdo de resultados que para além de corretos ndo sejam variaveis
entre observadores. Isto leva a que estas ferramentas sejam amplamente utilizadas em
casos que a caracterizacao histologica seja dificil ou ambigua com o intuito de encontrar e
estandardizar parametros objetivos e quantificaveis em oposi¢cdo a parametros subjetivos
evitando assim fatores de confus&o ou vieses introduzidos pelo observador. Tendo isto em
conta a morfometria encontra cada vez mais o seu nicho em casos que a gradacgéo e
distingdo entre lesGes benignas e malignas sdo dificeis (ex: tumores hepatocelulares,
carcinomas da adrenocortical, etc.) (Ciaramella, P., et al 2017) (Rahman SM, Itakura H.
1996) ou em situagbes em que a quantificacdo (da area, perimetro, percentagem afetada)
de uma certa lesdo permita a comparacao entre diferentes grupos e a obtencéo de fatores
preditivos de prognostico. (Rathore A.S., et al 2017)

Estes métodos apresentam, contudo, algumas contrapartidas pois sao trabalhosos,
consomem muito tempo para a sua realizagcdo e obrigam a utilizacdo de instrumentos e
infraestruturas especializadas que néo sédo encontram em todos os laboratérios, exigindo,

por vezes, a investimentos avultados. (Soreide K, et al 2009)

Microscopy Morphometry

S T
‘LE
-
—
Pathologist's evaluation
Stratification  Area . .
Figura 4 Esquema representativo sobre o0s passos
X J necessarios até a analise morfométrica de uma lamina de
e i histologia. Retirado de: Soreide, K. et al 2009 Expert.Rev.
recognition and judgement of measurements of quantitative .
lllr sypia, Intrepihefal ‘ coNiileds aking assiaIA Mol. Diagn. Mar; 9 (2):125-37

‘ neoplasia and growth pattern ‘ with good/poor outcome
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2.3. Imaged / FIJI

Criado por Wayne Rasband e seus colaboradores do National Institute of Health
(Bethesda, MD, USA) é um software Java disponibilizado online de forma gratuita que é
amplamente utilizado para efetuar tarefas de andlise e manipulagcdo de imagens, tendo
aplicabilidade direta em fotografias de amostras histolégicas. (Ferreira, T. & Rasband, W.
2012). E capaz de trabalhar com imagens 8-bit, 16-bit e 36-bit nos formatos TIFF, GIF,
JPEG, BMP, DICOM e FITS. A diferenca entre o ImageJ e o FIJI € que o segundo ja vem
com todos os plug-ins disponiveis no site instalados. (Collins, T.J. 2007) (Ferreira, T. &
Rasband, W. 2012). Apresenta uma interface muito user-friendly e no site oficial sédo
facilmente encontrados tutoriais, manuais de utilizador e plug-ins que permitem ao utilizador
diferentes abordagens a edicdo e andlise de imagens com interesse na investigacdo
biomédica. (Papadopulos, F. et al 2007). Possui as ferramentas necessarias para diferentes
tipos de analise morfométrica pois contém a capacidade de definicho de escalas em
grandezas reais (centimetros, milimetros, micrometros, etc) possibilitando assim a medigéo
de éareas, perimetros, distdncias e angulos. Permite, também, a contagem de células e a
criacdo histogramas de densidade. No que toca ao processamento de imagem permite a
manipulacdo de contraste através de diferentes filtros (ex: smooth / sharpen) e através do
balanco de cores. (Ferreira, T. & Rasband, W. 2012).

Em imagens histolégicas é possivel, em tecidos corados com H&E, com coloracdes
diferenciais como o Tricromico de Massom (TM) ou o Sirius Red, ou até mesmo amostras de
imunocito/imunohistoquimica, efectuarem-se diferentes estudos morfométricos, sendo o

mais importante para este trabalho a medicao de areas.

A medicé@o de areas é possivel através da utilizacdo de diferentes funcionalidades
intrinsecas do programa. Para este fim, na barra de ferramentas principal (figura 5) sédo de
salientar as ferramentas de selecdo — marcadas com tracejado vermelho— e os comandos
do menu - marcados a tracejado azul. Destes comandos os mais importantes sdo o Color

Threshold o processo Smooth e as agdes de Set scale e Measure.

O Color Thresholding é sem duvida uma das mais importantes ferramentas no que
diz respeito a medicdo de caracteristicas complexas/descontinuas numa imagem. (imagem
6) Funciona através da separacao de pixéis com valores de intensidade diferentes com base
em intervalos selecionados. A sele¢éo destes intervalos é feita manipulando os valores de

Hue (selecdo colorimétrica), Saturation (quantidade de cinzento na cor) e Brightness

10
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(quantidade de branco e preto misturados na cor), permitindo desta forma a selecdo de
zonas que seriam dificeis de selecionar recorrendo apenas a ferramentas de selecdo
manual. (McNaughton, A. 2010) O smooth efetua a sobreposicdo de pixéis vizinhos,
facilitando o Color thresholding e o set scale e o measure (imagem 6) permitem a definicdo
de escalas e medicdo das areas selecionadas possibilitando a obtencéo de valor tangiveis

apoés a sua selecgédo. (Ferreira, T. & Rasband, W. 2012).

E importante referir a possibilidade de selecionar manualmente e duplicar areas
selecionadas de interesse através do uso do botdo direito do murganho bem como a
capacidade de pintar de cor diferente areas selecionadas. A escala escolhida € mantida e

deste modo é possivel aplicar o Color threshold evitando areas de possivel confuséo

durante a selegéo colorimétrica. (Ferreira, T. & Rasband, W. 2012).

Por fim h& que abordar a capacidade de criagdo de macros pelo programa. Macros
sao linhas cédigo que se traduzem em programas simples que automatizam uma série de
comandos do ImageJ. A forma mais facil de serem criadas € através da utilizacdo do
memorizador de comandos incorporado no programa. Este a medida que diferentes acdes
séo efetuadas produz linhas de cddigo que séo transcritas para um ficheiro. Este ficheiro é
executavel e ird sinalizar o programa a fazer todas as acdes nele descritas. Isto permite que
tarefas repetitivas sejam diminuidas a uma pequena quantidade de cliques permitindo
diminuir a quantidade de trabalho e tempo consumido em cada tarefa. (Mutterer, J. &

Rasband, W. 2012)

Todas estas ferramentas possuem um especial interesse quando a quantificacdo de
areas afetadas permite a comparacdo direta entre grupos de animais. No exemplo da
fibrose, 0 uso de coloragdes diferenciais como o TM, que coram 0 colagénio de uma cor
diferente do parénquima do 6rgao (azul e vermelho respetivamente) permitem que numa
fotografia os pixeis correspondentes a lesdes fibréticas tenham valores de intensidade
bastante diferentes do restante parénquima possibilitando a sua selecdo através do Color
threshold, a sua quantificagdo e posterior andlise (figura 7). (Collins, T.J. 2007)

Image) - X
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

1 2 3 4 5 6 v 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
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Figura 5 Barra de ferramentas principal do IMAGEJ. Dentro do tracejado vermelho as ferramentas de selegéo e
do tracejado azul o menu de comandos. Legenda: 1 — selecdo em retangulo ; 2 — selegdo oval ; 3 — selecdo em
poligono: 4- selecéo livre; 1,2,3 e 4 — ferramentas de selegdo de area; 5 — selecdo em linha recta ; 6 — medigao
de angulo; 7 — marcacao de pontos; 8 — ferramenta de varinha (seleciona area consoante os graus de cor); 9 —
Anotacbes; 10 — Zoom; 11 — Ferramenta de “scrolling”; 12 — sele¢do de cor; 13 — Menu do “developer”; 14 —
Menu “Stacks” (para atribuir atalhos a teclas do teclado) 15 — pincel; 16 — balde de tinta (preenche da mesma cor
uma area circunscrita) 17 — ponteiro de sele¢éo
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s=2 || ez Help Image Calculator.
Subtract Background...
Repeat Command Ctrl+Shift+R

Figura 6 Comandos do ImageJ. A esquerda o Color Threshold — Barras Hue; Saturation e Brightness utilizados
na selecdo com base na cor de &areas de interesse. A direita em cima o processo Smooth para ajudar o
processo, tornando a selecdo de areas mais facil (atalho do teclado: Control + Shift + S) e a direita em baixo os
comandos Set Scale e Measure (Measure: atalho no teclado — tecla M)

g Imagel - 4 Threshold Colc — m}
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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Figura 7 Andlise de uma fotografia de uma secc¢do de coragdo de murganho tirada no estereoscopio e corada
com TM com les&o fibrética pintada de azul. Culminar do uso das diferentes ferramentas referidas. Selegéo de

area que manualmente seria de dificil e laboriosa execucéo
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2.4. O murganho como modelo experimental

O murganho é atualmente o animal mais utilizado como modelo para investigacdo
biomédica. Tal acontece porque partilha 99% do genoma com o0 humano o que significa que
partilham caracteristicas tanto fisiolégicas como patolégicas a nivel dos diferentes sistemas
do organismo sendo por isso utilizados extensivamente com o objetivo de conhecer melhor
mecanismos fisiopatolégicos de varias doencas, para avaliar a eficAcia de novas drogas,
prever respostas do paciente a novas terapéuticas e mesmo para desvendar mecanismos
fisiologicos ainda pouco conhecidos atraves de estudos fundamentais. Tendo estas
caracteristicas em conta mais os factos de serem pequenos, de terem um temperamento
docil e serem faceis de manter e reproduzir em cativeiro fizeram com que o murganho se
tornasse o modelo experimental mais utilizado e escrutinado nos dias de hoje. (Rosenthal,
N. & Brown, S. 2007)

Esta proximidade gendomica aliada a necessidade de melhor entendimento dos
mecanismos adjacentes de diferentes doencas levaram ao avanco nas tecnologias de
manipulacdo genética com o objetivo de gerar murganhos modelo de doengas humanas.
Isto permite a que, posteriormente, sejam subjugados a experimentacdo biomédica, algo
ndo possivel em pacientes humanos, com o intuito de melhor conhecer o impacto de um
gene/molécula numa determinada doenca. A sua utilizacdo tem-se revelado extremamente
valiosa em diversas patologias. Os modelos para diferentes tipos de cancro, doencas
cardiovasculares, hipertensao, diabetes, obesidade, ansiedade, depresséo entre outros sdo

apenas alguns exemplos a salientar. (Justice, M.J. & Dhillon, P. 2016)

O murganho de laboratério € uma criagdo artificial, ndo existindo por isso um
verdadeiro “wild-type” (WT). O seu patriménio genético deriva dos murganhos domesticados
cuja origem esta ligada a anos de trocas entre colecionadores dos quatro cantos do mundo.
O seu genoma €, por isso, um mosaico com origem em diferentes subespécies do Mus
musculus (murganho comum), que incluem o M.m. domesticus, M.m. castaneus, M.m.
molossinus, entre outros, sendo o genoma do M.m. domesticus o contribuidor predominante
para a maior parte das estirpes, existindo contundo também evidéncia que outras espécies
Mus, que ndo as M. Musculus, tenham contribudo para algumas estirpes. (Rosenthal, N. &
Brown, S. 2007). No ultimo século apareceram mais de 450 estirpes diferentes de
murganhos de laboratério. No entanto a maior parte dos projetos de investigacdo utiliza um
leque reduzido sendo as mais comuns os C57BL/6, BALB/c, C3H/He, 129, FVB, e 0s Swiss.
(Rosenthal, N. & Brown, S. 2007)
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Como referido, existem inUmeros modelos. A sua obtengéo pode variar entre varios
métodos nomeadamente através da inducdo de mutacdes ou através da inducdo quimica de
lesGes. (Justice, M.J. & Dhillon, P. 2016)

As mutacdes podem ser geradas por varios métodos, tendo comegado com o uso de
radiagcdo ou compostos com capacidade de danificar o DNA, que apesar de rapidos e pouco
dispendiosos levavam ao aparecimento descontrolado de multiplas alteracdes gendmicas
sem interesse. Mais recentemente através de técnicas de engenharia genética mais
avancada é possivel induzir mutagdes Unicas, em diferentes fases da vida e em tecidos
localizados. Destas novas técnicas sao de salientar o uso de murganhos transgénicos onde
0 gene de interesse é injetado no odcito fertilizado do murganho o qual ira dar origem a
descendéncia com copias extra desse gene e a manipulacdo de células estaminais do
embrido, que permite manipular genes na sua localiza¢ao original e dar origem a knock-outs
(KO) quando se danifica a fungéo desse gene ou Knock-ins quando se introduz uma verséo
alterada desse mesmo gene. Os murganhos originados através deste método nascem com
um gene silenciado ou em sobre expressao o que permite aferir sobre o impacto fenotipico
do mesmo em relagdo a murganhos ndo geneticamente modificados, os WT. Esta
mutagénese pode ser controlada em relagdo ao tecido e fase da vida em que acontecem
indo de encontro ao “modelo-ideal” pois uma grande parte das doencas em humanos

acontece nas fases mais avancadas da vida. (Rosenthal, N. & Brown, S. 2007)

A induc&o quimica € um método mais simples. Tem como base o uso de compostos
cujo o efeito j& € amplamente conhecido e que a sua administracao de algum modo lesiona
um tecido alvo. Este tipo de modelo tem interesse para estudar o efeito de, por exemplo,
terapéuticas regeneradoras. Exemplos deste tipo de modelo podem ser o uso de sulfato
sédico dextrano para a indugéo de colite, a utilizacdo de isoprenalina para induzir fibrose no
miocardio ou 0 uso de tetracloreto de carbono (CCl,;) na inducdo de necrose e fibrose
hepatica. (Rosenthal, N. & Brown, S. 2007) (Brooks, W.W. & Conrad, C.H. 2009) (Huang, Y.
et al 2006).

Uma das formas para a avaliacdo fenotipica é a andlise histopatolégica de

amostras e a sua posterior comparagao entre genotipos.

Contudo o murganho ndo é um modelo perfeito apresentando algumas
contrapartidas nomeadamente a dificuldade na previsdo do fend6tipo dos mutantes e da

propagacdo de mutacdes que causem alteracdes na fertilidade. Nao é o modelo mais
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facilmente manipulavel nem o ideal para todos os tipos de estudos sendo, por exemplo, as
moscas da fruta e leveduras melhores modelos para pesquisas sobre ciclo celular enquanto
gue os peixe-zebra tém maior interesse em estudos do efeito de drogas. (Seok, J. et al
2013)

Apesar de ser um reconhecido e estabelecido modelo foi e é varias vezes
questionado em relacdo a reprodutibilidade dos seus resultados pois muitas das vezes estes
ndo sao aplicaveis e originam ensaios clinicos com resultados, por vezes, pouco
animadores. (Seok, J. et al 2013)

Mesmo tendo em conta as contrapartidas € inegavel que o murganho, como modelo
experimental, ja teve um impacto profundo na investigagdo biomédica sendo expectavel que
continue a aumentar no futuro. (Rosenthal, N. & Brown, S. 2007) (Justice, M.J. & Dhillon, P.
2016)

2.5. Fibrose

A fibrose é a formacdo e deposicdo de tecido conjuntivo fibroso em excesso num
6rgdo ou tecido, num processo reparativo ou reativo. Pode ter varios fenbmenos que
originem a sua formagdo nomeadamente doencgas genéticas, processos inflamatorios,
exposicdo a toxinas, alteracbes isquémicas ou doengas autoimunes, mas
independentemente do estimulo inicial, a sua caracteristica principal é a ativagdo de
fibroblastos e miofibroblastos com consequente producéo e deposicao de matriz extracelular
(ECM) no local da leséo. Esta deposicéo tem o intuito de reparar o tecido, porém, consoante
a severidade, extensdo e duracdo do dano esta deposicdo de ECM pode ou nao ser
reversivel e afetar o normal funcionamento do tecido afetado. (Wynn, T.A & Thirumalai R.R
2012)

A fibrose € um fenémeno complexo. Apds o dano tecidular de modo a restabelecer
eficazmente a homeostase, a cascata da coagulagéo é o primeiro mecanismo a ser ativado.
Quando o endotélio é danificado, as plaquetas circulantes séo ativadas ao encontrar o
colagénio exposto e o fator von Willebrand na camada subendotelial. O fator de coagulagéo
Il (protrombina) é clivado proteoliticamente para formar trombina. A trombina, por sua vez,
funciona como uma serina-protease que converte o fibrinogénio solivel em cadeias
insoluveis de fibrina ajudando as plaquetas a reagruparem-se de modo a formarem o

coagulo primario de fibrina para assegurar uma heméstase rapida. As plaquetas ativadas
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libertam fatores de crescimento que séo potentes quimiotaticos para células inflamatérias
para além de estimularem a sintese de ECM pelos fibroblastos locais. A libertacdo destes
agentes quimiotaticos leva ao recrutamento de células inflamatdrias para o local lesado com
0 objetivo primario de fagocitar detritos celulares e o de destruir 0 agente que causou a
destruicdo do tecido. Apés a limpeza do local ofendido da-se a reparacédo do tecido. Para
isto as células inflamatdrias produzem fatores de crescimento (Ex: TGF-B) que iniciam vias
de transducdo de sinal que induzem a proliferacdo e ativacdo dos fibroblastos levando a
diferenciacdo de alguns em miofibroblastos, responsaveis pela producdo massiva de ECM
(principalmente colagénio e glicosaminoglicanos) que ir4 preencher as areas ocupadas
outrora por células mortas. Este processo de reparacdo tecidual € complexo, com uma
regulacgédo rigorosa da sintese e da degradacao da ECM de modo a assegurar a manutencao
da arquitetura normal dos tecidos. Quando a degradacdo da ECM ndo consegue
acompanhar a sintese, alteracfes profundas e por vezes irreversiveis acontecem na
arquitectura do 6rgédo. (Wynn, T.A & Thirumalai R.R 2012) (Borthwick, L.A., Wynn T.A,,
Fisher, A.J. 2014)

A fibrose é, entéo, o resultado final comum a varias doencas e esta intrinsecamente
associado a alteragfes inflamatérias num 6rgdo. A deposi¢cdo de colagénio é uma parte
indispensavel para a regeneracgdo tecidular, contudo a forma como esta acontece é
influenciada diretamente pela extensdo, severidade e duracdo da lesdo ao tecido podendo
originar, em ultima instancia, cicatrizes permanentes que levam ao mau funcionamento do
6rgéo (ex: a fibrose observada na doenca hepética terminal ou na doenca renal crénica. E
cada vez mais claro que este fendmeno é levado a cabo pela direta interecdo entre
populacdes celulares diferentes e mudltiplos fatores de crescimento e citoquinas (como
demonstra a figura 8), tendo cada uma delas papeis importantes no desenrolar da mesma.
(Borthwick, L.A., Wynn T.A., Fisher, A.J. 2014)
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2.5.1. Modelo Tetracloreto de Carbono (CCl,)

Os modelos de fibrose hepatica e cirrose podem ser induzidos através do uso de
toxinas/compostos quimicos. Um dos mais estudados é o tetracloreto de carbono. (Kumar,
P. et al 2014). Este tipo de composto causa dano direto aos hepatdcitos o que leva a uma
reacdo inflamatdria com ativagédo das células estreladas hepaticas e consequente deposicéo
de fibrose. (Huang, Y. et al 2006). As células estreladas hepéticas sao responsaveis pela
acumulagdo e metabolismo da vitamina-A e recentemente descobriu-se que tém um papel
fundamental na producdo de matriz extracelular e deposi¢do de tecido fibroso a nivel do
figado. Apds certos estimulos estas células sdo capazes de se diferenciar em células
miofibroblasticas e assim ter um papel central na resposta do figado ao dano celular. Estas
células possuem inumeras outras funcdes para além das supracitadas nomeadamente a de
influénciar varios processos imunitarios através da secrecdo de lipoproteinas, fatores de

crescimento e citoquinas. (Friedman, S.L. 2008)

O mecanismo fisiopatologico de acdo do CCl,; cuja féormula quimica esta
representada na figura 13, assenta no facto de este ser metabolizado pelo citocromo p450,
presente nos hepatdécitos, sendo principalmente mais ativo nos localizados perto do espaco
centrolobular. Ao ser metabolizado, da origem a um radical livre o Tricloreto de carbono
(CCl;) que é toxico e induz a necrose das células hepéticas. As lesbes sdo entdo
caracterizadas pela presenca de hepatdcitos em diferentes fases de degenerescéncia, focos
de necrose, infiltrados inflamatérios mistos e a deposicdo de colagénio. Esta fibrose é
principalmente visivel nas areas centrolobulares que podem vir a dar origem a septos
fiborosos e com ligacdes entre zonas centrolobulares (figura 14). (Huang, Y. et al 2006).
(Kumar, P. et al 2014). Em casos muito severos pode levar mesmo a cirrose que € o tipo de

lesdo mais avancado e severo sendo normalmente irreversivel. (Zhou, W., Zhang, Q., Qiao
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Figura 9 Formula quimica tetracloreto de carbono ) i )

adaptado de https://socratic.org/questions/what-is- ~ Figura 10 Figado 100x TM. Exemplo da imagem das
the-molecular-geometry-of-ccl4-draw-its-vsepr-and- lesGes causadas pelo CCl4 num figado de murganho.
lewis-structure acedido em 20-11-2016 Fotografia tirada pelo autor
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2.5.2. Modelo Isoprenalina

A isoprenalina um simpaticomimético sintético agonista-f nao seletivo analogo da
epinefrina. A sua formula quimica encontra-se esquematizada na figura 9. Tem efeito por
isso nos tecidos com células ricas em receptores beta como € o caso do coracao. Esta
descrito que o uso abusivo pode levar a dano nos cardiomidcitos parecido ao causado por
um enfarte. O mecéanismo fisiopatolégico de inducdo de dano no miocardio acredita-se estar
relacionado com um pico de diminuicdo da pressdo sanguinea ap0s administracdo da
isoprenalina levando a dano mediado por hipoperfusdo do masculo cardiaco. A
administracdo deste farmaco leva também a marcada disfuncéo diastolica do ventriculo
esquerdo. As caracteristicas histoldgicas da necrose e consequente fibrose do miocéardio no
murganho induzida por isoprenalina sdo a deposicdo de tecido fibrético na regido do
subendocardio/miocéardio, principalmente a nivel do ventriculo esquerdo e na zona dos
musculos papilares. Este padrdo € semelhante ao encontrado em outros modelos de
isquemia cardiaca (Ex: sutura da artéria descendente anterior esquerda). Tendo estas
caracteristicas em conta o uso deste modelo tem interesse em estudos sobre a resposta do
musculo cardiaco ao dano celular e qual a sua capacidade de regeneracgédo face a diferentes
estimulos. (Brooks, W.W. & Conrad, C.H. 2009)

Diferentes protocolos recorrendo a diferentes dosagens em diferentes espacos
temporais séo utilizados consoante o tipo de estudo que se pretende efetuar. As amostras
analisadas no presente trabalho foram obtidas através de 2 protocolos — através de
injecOes diarias e através do uso de bombas osméticas subcutaneas (figura 10) que véo
libertando de maneira continua doses baixas de isoprenalina. (Brooks, W.W. & Conrad, C.H.

2009) Os tipos de lesdes observadas nestes modelos encontram-se representadas nas

Figura 11 férmula quimica da isoprenalina retirado Figura 12 bomba osmdética em rato. Retirado de

de http://www.chemspider.com/Chemical- http://www.unige.ch/cyberdocuments/theses2004/HeQ/
Structure3647.htm| acedldo em 20-11-2016 these_bodyhtml acedido em 23-11-2016
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Figura 13 Coragdo 2x TM - exemplo de imagem
histolégica das lesGes causadas pela
isoprenalina  num coragdo de murganho.
Fotografia tirada pelo autor

3. Objetivos

Figura 14 Coracédo 200x TM — ampliagdo da lesdo
fibrética. De notar o padrdo aleatério e
desorganizado da deposicdo de colagénio.
Fotografia tirada pelo autor

Aplicacéo do software ImageJ como auxiliar na gradacdo de lesdes de fibrose em

modelos experimentais.

Para tal prop6em-se dois objetivos secundarios:

e Definicdo de uma metodologia que origine resultados mais significativos de forma

menos laboriosa em casos de fibrose hepéatica

e Avalidacao de uma macro para permitir a medicao de fibrose em miocardio de

murganho de forma mais célere.

4. Materiais e Métodos

Obtencédo das amostras

Todas as amostras foram obtidas durante o desenvolvimento do estagio curricular na

Unidade de Histopatologia do Instituto Gulbenkian da Ciéncia a medida que, diferentes
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6rgdos, eram enviados por grupos de investigacdo para a unidade para analise
histopatologica sendo escolhidas para o presente estudo, amostras provenientes de
modelos de fibrose do miocardio (modelo da isoprenalina) e fibrose hepéatica (modelo do
tetracloreto de carbono). A colheita e fixacdo em formol tamponado a 10% foi efetuada pelos
investigadores e todo o processamento da amostra apos até a obtencao das laminas foi feita
pelas duas técnicas de anatomia patologia residentes da unidade. Todas as laminas
selecionadas foram coradas com a coloracdo de Tricromico de Masson (protocolo presente
como apéndice 1V) que corou de azul o colagénio e vermelho os hepatdcitos/cardiomiocitos.

Todas as laminas de TM apresentavam 3 secg¢des diferentes
4.1. Fibrose hepatica

Delineamento experimental

Para tentar definir uma metodologia menos laboriosa, mas ao mesmo tempo que
origine resultados significativos de uma seccao do figado, compararam-se as percentagens
obtidas ap6s a medicéo de area de fibrose e area total de parénquima em duas fotografias
com uma ampliacdo de 40x, trés fotografias a 100x e trés fotografias a 200x, sendo o0s
resultados comparados com uma fotografia a 40x da seccdo completa do figado obtida
através de 5 a 8 fotografias a 40x com sobreposi¢do para permitir uma posterior colagem
através do uso do software gratis Image Composite Editor Version 2.0.3.0 (64 bit) 2015 da
Microsoft. (fotografia 15). As duas fotografias a 40x foram escolhidas com base em néo se
sobreporem e que se localizassem numa zona mais central da sec¢do de figado (Fotografia
16). As fotografias a 100x e 200x, foram tiradas de maneira aleatéria, tendo o cuidado para
nao existirem areas sobrepostas e que o parénquima ocupasse toda a area da fotografia
(Fotografias 17 e 18). Escolheram-se apenas duas ou trés fotografias para garantir que era
0 método menos laborioso possivel em comparacédo com as fotografias necessarias para se

elaborar uma colagem completa da secc¢éo.

Figura 15 Figado 40x TM — fotografia de uma seccéo inteira de figado de murganho, apdés a colagem das
fotografias com sobreposi¢éo a 40x
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Figura 16 Figado 40x TM - Figura 17 Figado 100x TM - Figura 18 Figado 200x T™M -

exemplo de uma fotografia utilizada €xemplo de uma fotografia exemplo de uma fotografia

para a medicdo de fibrose a 40x utilizada para a medicao de fibrose utilizada para a medi¢éo de fibrose
a 100x a 200x

Critérios de inclusao e exclusao

Para o presente estudo, foram selecionadas uma secc¢éo de figado por lamina com
base no facto de apresentarem lesbes de fibrose, validadas pelo patologista e que o
Tricrdmico de Massom tivesse corado de azul forte o colagénio. Foram excluidas amostras

onde a coloragéo diferencial tenha dado resultados néo fidedignos.
Obtencgéo de imagens para a quantificacdo de fibrose

Para a quantificagdo das extensfes das lesdes fibréticas hepaticas foram tiradas
fotografias com o auxilio de um microscopio LEICA DMLB2 ligado a um computador MAC
OS X Version 10.5.8 2.4ghz Intel Core 2 através do software LEICA FIRECAM obtendo-se
ficheiros no formato TIFF ou JPEG. As fotografias para quantificagdo de fibrose hepatica

tinham uma resolucéo de 2088x1550 pixeis.
Quantificacdo das areas de fibrose, areas totais de secgdo e percentagem afetada

Apoés obtidas as imagens, para edicdo e andlise das mesmas, foi utilizado o
software gratis IMAGEJ, cujas funcionalidades foram anteriormente descritas. As escalas
utilizadas foram: para fotografias com apliacdo de 2x 221 pixeis/mm; a 40x 0,734 pixeis/mm,;
a 100x 1.842 pixeis/mm e para 200x 3,673 pixeis/mm

A quantificacdo de fibrose e da area total da seccao/parénquima presente na
fotografia foi efetuada manualmente com o auxilio da ferramenta Color threshold, com base

no descrito no apéndice |, presente no ImageJ e reportada em milimetros quadrados (mm?).
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Posteriormente para a obtencdo da percentagem afetada, dividiu-se a area de fibrose obtida
sobre a area total, multiplicando-se o resultado por cem. O nimero de amostras de figado
analisadas foram 10 (n=10) o que levou a obtencdo de 151 fotografias de diferentes

ampliacdes (40x, 100x e 200x). Foram obtidas 40 percentagens diferentes.
Andlise estatistica

A estatistica descritiva e inferencial foi realizada recorrendo ao programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) verséo 22.0.

Para os resultados obtidos sobre a fibrose hepética foram calculadas a média,
mediana, maximos, minimos e desvio padréo (estatistica descritiva). Para definir se existiam
diferencas estatisticamente significativas entre grupos foi efetuado um teste ANOVA apoés a
confirmacdo da distribuicdo normal dos resultados através de um teste de Shapiro-Wilk.
Para detetar correlacbes entre os resultados dos diferentes grupos do foram efetuados
testes de Pearson. Valores de p <0,05 foram considerados como estatisticamente

significativos.

4.2. Fibrose miocardio

Delineamento experimental

A validacdo da utilizacdo da macro como método valido para a quantificacdo de

lesdes fibréticas foi feita de duas formas.

Primeiro: a comparacdo de resultados obtidos através das duas metodologias em
45 amostras diferentes todas medidas pelo mesmo operador (o autor deste trabalho), sendo
comparados os resultados obtidos para a area de fibrose, area total da seccdo e

percentagem afetada.

Segundo: de maneira a aferir sobre a influéncia da variacdo inter-observador, quer
no uso da macro, quer na medigdo manual, foram escolhidas 6 seccdes que, em grupos de
dois, fossem claramente diferentes umas das outras em termos de &rea afectada pela
fiborose e com o objetivo de serem minimamente representativas de modo a avaliar a

efectividade dos métodos para o maior espectro possivel de area afectada por lesées tendo
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em conta as amostras disponiveis. Escolhidas as secc¢fes, como exemplificado nas figuras
19, 20 e 21, foi pedido a trés observadores diferentes que medissem a area de fibrose, a
area total de seccao e a percentagem afectada recorrendo aos dois métodos para posterior
comparacdo com os resultados obtidos pelos diferentes operadores através das diferentes
metodologias. As zonas a serem medidas foram sempre validadas por um patologista de
maneira a garantir que eram sempre medidas as mesmas areas entre observadores e que
zonas pintadas de azul, que ndo correspondiam a fibrose ndo eram incluidas (ex: zonas com

colagénio de suporte da parede dos vasos sanguineos)

Figuras 19, 20 e 21 - Coragdo 2x TM — exemplos de fotografias escolhidas para os diferentes operadores
realizarem as medicBes. A primeira € de um coragdo muito pouco afetado, a segunda de um coragdo mais
afetado, mas com lesGes ndo muito proeminentes e no ultimo caso um coracao fortemente afectado com lesdes
proeminentes.

Critérios de inclusao e exclusao

Para esta parte do estudo foram incluidas todas as sec¢Bes que, apdés uma
cuidadosa analise histopatoldgica, foram diagnosticadas com lesdes de tipo fibrético no
miocardio. As laminas apresentavam 3 secc¢fes (Higher Section, Medium Section, Lower
Section) sendo selecionadas todas as laminas onde, pelo menos, uma das seccgbes se
encontrasse afetada por fibrose desprezando-se as sec¢bes que ndo estavam afetadas.
Foram excluidas todas as sec¢des nao afetadas e casos onde o tricromico de massom nao

corou o colagénio com um azul intenso.
Obtencéo de imagens para a quantificacao de fibrose

No caso das lesdes no miocardio, foi utilizado o estereomicroscépio LEICA MZ 12.5
conectado a um computador portatii TOSHIBA Intel R Core i7-2677M CPU 1.80ghz com
8gbs de RAM e o Windows 7 como sistema operativo através do software UEyeCockpit
obtendo-se ficheiros no formato JPEG. Em alguns casos, foram digitalizadas laminas

através do uso do digitalizador Hamamatsu Nanozoomer-SQ Digital Slide Scanner D12140 e
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foram adquiridas posteriormente fotografias em formato JPEG através da utilizacdo do
software NDP.view 2. As fotografias obtidas para a quantificacdo de fibrose de miocéardio

tinham uma resolucéo de 2048x1536 pixeis,

Quantificacdo das areas de fibrose, areas totais de seccao e percentagem afetada

A guantificacdo de fibrose e da area total de seccéo neste caso foi feita através de
duas metodologias, utilizando-se uma Macro escrita pelo autor deste trabalho e
manualmente através do Color threshold, da maneira descrita no apéndice |. Para obteng&o
de uma percentagem, por secc¢do, apos medidas a area de fibrose e a area total da secgéo
dividia-se o primeiro resultado pelo segundo e multiplicava-se por cem. As areas a ser
desprezadas eram selecionadas e pintadas de branco para que durante a medi¢do, ndo
interferirem com os resultados. No caso da quantificagdo de fibrose, eram selecionadas as
zonas de interesse a serem medidas, criava-se um duplicado e media-se apenas na
fotografia duplicada, garantindo assim ndo se estar a quantificar zonas sem interesse.

(explicado nos apéndices).

Para ir de encontro ao objetivo proposto deste trabalho, a validacdo da macro
dividiu-se em duas fases. Primeiro a comparacdo de resultados obtidos através do uso da
macro com os resultados obtidos atraves da medicdo manual, sendo o operador o autor
deste trabalho, o que levou a andlise de 45 seccdes (n=45) e & obtencdo de 45 fotografias
numa ampliacdo de 2x e o numero de medi¢des obtidas foram 270 (135 através da macro e
135 manualmente). Para a segunda fase, foram escolhidas 6 seccoes (n=6) representativas
dos resultados obtidos. Nesta fase, foram utilizadas 6 fotografias diferentes que originaram
24 medicbes, pois tratavam-se de 4 operadores diferentes (medicdes do autor e dos 3

operadores convidados).
Andlise estatistica

A estatistica descritiva e inferencial foi realizada recorrendo ao programa SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) verséo 22.0.

Para os resultados referentes a fibrose do miocardio, no que toca a estatistica
descritiva foram calculados os mesmos parametros que nas amostras de figado. Para os
resultados obtidos através da macro e a mao pelo autor deste trabalho a ndo normalidade
dos resultados foi determinada através de um teste de Shapiro-Wilk, o que levou a que para

verificar se existiam diferencas entre grupos estatisticamente significativas fosse realizado
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um teste de Mann-Whitney. Para os resultados dos diferentes observadores, a normalidade
foi verificada através do mesmo teste e as diferencas entre grupos desta vez recorrendo-se
a um teste ANOVA. Para detetar correlacBes entre os diferentes métodos foram efetuados
testes de Pearson (amostras com distribuicdo normal) e de Spearman (amostras sem
distribuicdo normal). Valores de p <0,05 foram considerados como estatisticamente

significativos

5.Resultados

5.1. Fibrose Hepética

Com o objetivo da definicAo de uma metodologia que origine os resultados mais
significativos, de maneira menos laboriosa em casos de fibrose hepética, foram comparadas
as percentagens obtidas através da medicdo da fibrose em duas fotografias a 40x e trés a
100x e 200x com as percentagens obtidas na seccdo total a uma ampliagcdo de 40x.
Analisando os resultados da tabela 1 em conjunto com os da tabela 2, é possivel
caracterizar e comparar 0s resultados obtidos através das medicbes a diferentes
ampliagBes. Os quatro grupos apresentaram resultados semelhantes no que respeita a
médias e desvios padrao, existindo algumas incongruéncias no que se refere aos maximos
e minimos. Estao, também assinalados casos onde se verificaram discrepancias entre os
resultados obtidos. Contudo, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas entre grupos (p>0,05).

Tabela 1 Percentagens de parénquima hepatico afetado por fibrose. Resultados obtidos das medi¢cfes feitas a
diferentes ampliagcdes e com diferentes nimeros de fotografias. Estdo assinalados a amarelo os resultados que
se afastaram do resultado obtido na imagem da secc¢éo total a 40x

Figado Total 40x 2 fotografiasa40x 3 fotografiasa 3 fotografias

(%) (%) 100x (%) a 200x (%)
2.10 1.9 2.41 2.41
2.75 3.05 2.38 2.47
3.66 4.06 3.06 3.54
2.33 2.85 2.94 2.1
1.31 1.6 2.05 2.69
1.05 1.4 2.26 1.05
0.93 1.2 1.33 1.61
0.86 1.24 1.07 2
1.52 2.06 2.58 1.47
2.17 2.04 1.37 2.36
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Tabela 2 Resultados da andlise estatistica descritiva dos resultados obtidos para a fibrose hepatica

N Média Desvio Padréo Minimo Maximo
Total 40x 10 1.87 0.9 0.86 3.66
2 fotografias 40x 10 2.14 0.92 1.2 4.06
3 fotografias a 100x 10 2.15 0.68 1.07 3.06
4 fotografias a 200x 10 2.17 0.7 1.05 3.54

Ao analisarem-se os resultados demonstrados nas figuras 22, 23 e 24 para analisar
o grau de correlacdo entre as diferentes metodologias, chegou-se a conclusdo que existia
uma correlagdo significativa e maior entre os resultados obtidos na fotografia total e as duas
fotografias a 40x (r =0,963; p <0,001) quando comparadas com o coeficiente de correlacéo
(r) das restantes ampliagGes (para as trés fotografias a 100x r=0,664 p=0,036 e para as a
200x r =0,766; p=0,01)

s . y=0,981x+0,3071 4
R2=0,9273 .
4
s | T x 3 e .. °
3 o S , ° e ® e.e
B 2 ,. ...... " E .........
2 .o’ o ® )
1 o* ] ° y =0,5034x + 1,2044
R? = 0,4405
0 0
0,50 1,50 2,50 3,50 0,50 1,50 2,50 3,50
Duas fotografias a 40x Trés fotografias a 100x
4
[ )
3
x
g ¢ fo e
T 2 ° ° Figuras 22, 23 e 24 — Graficos de
2 1 . ® ~ dispersao representativos dos resultados
y= 0'52945" +1,0593 obitdos para a correlacdo entre os
0 R*=0,5871 diferentes resultados a 40x, 100x e 200x
respectivamente.
0,50 1,50 2,50 3,50 P

Trés fotografias a 200x
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5.2. Resultados fibrose miocardio

5.2.1 Validacdo da macro

De maneira a proceder-se a validacao de uma macro para a medi¢do automéatica de
fiborose em miocardio de murganho, numa primeira fase, compararam-se o0s resultados
obtidos através do uso da macro com os resultados obtidos medindo manualmente com o
auxilio do Color threshold. Ao aferir-se sobre os resultados presentes na tabela 3 e tabela 4,
€ de notar que os valores das médias, desvio padrdo, maximos e minimos sédo bastante
semelhantes. Algo que foi corroborado pelo facto de ndo se encontrarem diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos. (p>0,05)

Tabela 3 Resultados da andlise estatistica descritiva dos resultados obtidos para a medicao da fibrose de
miocardio atraves da utilizagcdo da macro

N Média Desvio Padrdo Minimo Maximo
Macro - Area de fibrose
(mm2) 45 0.09 0,14 0,002 0,66
Macro — Area total (mm2) 45 11,75 4,69 2.42 19.3
Macro — Percentagem
afetada (%) 45 0.74 0.92 0.015 4.15

Tabela 4 Resultados da analise estatistica descritiva dos resultados obtidos para a medigdo manual através do
Color Threshold da fibrose de miocéardio

N Média Desvio Padréo Minimo Maximo
Color Threshold
Area de fibrose (mm2) 45 0,10 0,13 0,003 0,61
Color Threshold ara
Area total (mm2) 45 11,95 4,71 2.42 18,94
este
Color Threshold
Percentagem afetada (%) 45 0,76 0.87 0,02 3,77 Caso,
0s

resultados demonstrados nas figuras 25, 26 e 27 representativos sobre o grau de correlagcéo

entre os diferentes resultados obtidos através da macro e através da medi¢cdo com o Color
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Treshold, permitem concluir que existia uma forte correlacdo significativa entre ambos os
métodos, para as 3 grandezas medidas. (r =0,976; p <0,001 para a area de fibrose; r=0,997

p<0,001 para a area total; e r =0,954; p >0,001 para as percentagens obtidas)

o 0,7 ° 25
5 06 s S 5
@© © o
£ 05 L = :
] = 15
8 0 ' g /
£ o2 't 5 10 v
202 ®®  y=09504x+0,007 i3 y=1,003x +0,1715
g 01 , R?=0,9914 3 .’ R2 = 0,9969
5 0 g 0
0.000 01 0,2 0,3 0,4 S 0 5 10 15 20 25
area de fibrose color threshold area de seccdo total color threshold
5,00%
e
(&)
c 4,00%
£ ~®
8 3,00%
2 200% ‘ Figuras 25, 26 e 27 — Gréaficos de
w7 "0 y =0,9233x + 0,0007 dispersao representativos dos resultados
2 1,00% L ’ obtidos para a correlagdo entre os
S ’ R*=0,9803 . -
S ! diferentes resultados obtidos pela macro
% 0,00% e pelo Color Threshold para as trés
= 0,00% 1,00% 2,00% 3,00% 4,00% 5,00% grandezas medidas

% seccdo afetada color threshold

5.2.2. Validacao da macro em relagcdo a variabilidade inter-

observador

Na segunda fase da validagdo da macro efectuo-se a comparagédo de resultados
obtidos por quatro operadores diferentes através do uso da macro e do método manual.
Como se pode verificar ao compararem-se as tabelas 5 e 6, no que toca a medicdo das
areas de fibrose existe uma vez mais uma proximidade evidente entre os resultados obtidos
através da macro e os resultados através do método manual. E de salientar também, uma
maior congruéncia quando se comparam os resultados obtidos pelos 4 observadores com a
macro e uma maior variabilidade nos resultados obtidos manualmente (variacbes de
décimas/centésimas). Contudo ndo foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas entre grupos. (p>0,05)
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Tabela 5 Resultados da andlise estatistica descritiva dos resultados obtidos por diferentes observadores para a
medi¢do da fibrose de miocéardio através da utilizagdo da macro

Medic¢éo de fibrose com a Macro (mm2)

N Média Desvio Padréo Minimo Maximo
Operador 1 6 0,23 0,25 0,014 0,66
Operador 2 6 0.25 0.28 0,009 0,72
Operador 3 6 0,22 0,26 0,009 0,68
Operador 4 6 0,21 0,25 0,009 0,67

Tabela 6 Resultados da analise estatistica descritiva dos resultados obtidos por diferentes observadores para a
medi¢do da fibrose de miocéardio através da medigdo manual com o Color Threshold

Medic&o de fibrose através do Color Threshold (mm2)

N Média Desvio Padréo Minimo Maximo
Operador 1 6 0,21 0,23 0,017 0,61
Operador 2 6 0.24 0,24 0,029 0,60
Operador 3 6 0,18 0,18 0,022 0,46
Operador 4 6 0,18 0,20 0,014 0,51

Ao analisarem-se as tabelas 7 e 8, onde estdo os resultados obtidos para a area
total da seccdo, continua a verificar-se a semelhanca entre os resultados obtidos através
dos 2 métodos e entre os 4 observadores. Neste caso, a variabilidade de resultados dentro
de cada grupo é quase idéntica nos dois casos. Ndo foram, mais uma vez, encontradas

diferencas estatisticamente significativas entre grupos. (p>0,05)

Tabela 7 Resultados da analise estatistica descritiva dos resultados obtidos por diferentes observadores para a
medicao da area total de sec¢éo de coragdo através da utilizagdo da macro

Medigdo da area total da sec¢do com a Macro (mm2)

N Média Desvio Padréo Minimo Maximo
Operador 1 6 11,82 5,04 2,42 16,43
Operador 2 6 12,34 5,31 2,63 17,22
Operador 3 6 11,73 4,95 2,51 16,31
Operador 4 6 11,61 4,90 2,46 15,91
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Tabela 8 Resultados da andlise estatistica descritiva dos resultados obtidos por diferentes observadores para a
medigdo da area total de secgdo de coracao através da medigdo manual com o Color Threshold

Medigdo da area total de secc¢do através do Color Threshold (mm2)

Operador 1

Operador 2

Operador 3

Operador 4

N Média Desvio Padréo Minimo Maximo
6 12,06 5,14 2,42 16,65
6 12,71 5,29 2,70 17,56
6 12,02 4,94 2,60 16,27
6 11,89 4,95 2,53 16,30

Ao aferir-se sobre os resultados presentes nas tabelas 9 e 10, onde se apresentam

0s resultados obtidos para as percentagens de seccdo afetada, observa-se mais uma vez,

que os resultados sdo semelhantes quando se comparam 0s 2 métodos e entre os 4

observadores. Neste caso, a variabilidade de resultados dentro de cada grupo parece ser

um pouco maior nas medicbes manuais, mas ndo foram, tal como nos outros casos,

encontradas diferencas estatisticamente significativas entre grupos. (p>0,05)

Tabela 9 Resultados da analise estatistica descritiva dos resultados obtidos por diferentes observadores para a

percentagem de sec¢éo afectada através da utilizacdo da macro

Medic&o da percentagem de secc¢do afectada com a Macro (%)

Operador 1

Operador 2

Operador 3

Operador 4

Média Desvio Padrdo  Minimo Méaximo
1,72 1,43 0,12 4,15
1,77 1,52 0,07 4,22
1,62 1,55 0,08 4,29
1,58 1,50 0,08 4,21
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Tabela 10 Resultados da andlise estatistica descritiva dos resultados obtidos por diferentes observadores para a
percentagem de seccéo afectada através da medi¢cdo manual com o Color Threshold

Medigéo da percentagem de seccdo afectada através do Color Threshold (%)

N Média Desvio Padréo Minimo Maximo
Operador 1 6 1,59 1,28 0,15 3,77
Operador 2 6 1,68 1,29 0,25 3,60
Operador 3 6 1,31 1,05 0,19 2,93
Operador 4 6 1,33 1,23 0,28 3,28

Os resultados presentes nas tabelas 11 e 12 demonstram que existe uma forte
correlacdo entre os resultados obtidos pelos diferentes observadores através das diferentes
metodologias no que toca a area de fibrose, havendo, contudo, casos onde esta correlacdo
€ mais baixa quando utilizado o Color Threshold. Para todos os casos as correlagfes foram

significativas (p < 0,05)
Tabelas 11 e 12 — Comparacdo dos coeficientes de correlacdo obtidos entre as medi¢bes dos diferentes

operadores para a area de fibrose, com a utilizagdo da macro e recorrendo apenas ao Color Threshold,
respectivamente

Area de fibrose Macro Area de fibrose Color Threshold
Operador Operador Operador Operador Operador ~ Operador  Operador  Operador
1 2 3 4 1 2 3 4
Operador 1 0,997 0,999 0,998 Operador 1 0,982 0,989 0,913
1 1
Operador 0,997 1 0,996 0,993 Operador 0,982 1 0,995 0,875
2 2
Operador 0,999 0,996 1 0,999 Operador 0,989 0,995 1 0,916
3
3
Operad 0,998 0,993 0,999 1
perador ' g ’ Operador 0,913 0,875 0,916 1

4 4

As tabelas 13 e 14 voltam a assinalar uma forte correlagdo entre os resultados
obtidos pelos diferentes observadores através das duas metodologias no que toca a area de
seccao total, sendo que desta vez, esta correlagédo é igualmente forte para todos os casos.
As correlacfes foram significativas para todos os resultados (p < 0,05)

Tabela 13 e 14 Comparacgédo dos coeficientes de correlagdo obtidos entre as medi¢des da area total de seccao
dos diferentes operadores, com a utilizagdo da macro e recorrendo apenas ao Color Threshold, respectivamente

Area total de seccio Macro Area total de seccdo Color Threshold

Operador Operador Operador Operador Operador  Operador  Operador  Operador
1 2 3 4 1 2 3 4
Operador 1 0,994 0,998 0,999 Operador 1 0,992 0,998 0,998
1 1
Operador 0,994 1 0,996 0,997 Operador 0,992 1 0,999 0,999
2 2
Operador 0,998 0,996 1 0,999 Operador 0,998 0,999 1 0,999
3 3
Operador 0,999 0,997 0,999 1 Operador 0,998 0,999 0,999 1
4 4
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Por fim, ao analisar as tabelas 15 e 16 os resultados obtidos pelos diferentes
observadores através das duas metodologias no que toca a percentagem de seccéo afetada
apresentam, mais uma vez, uma forte correlagdo, mas séo de salientar casos na tabela do
Color Threshold em que esta correlagdo é mais baixa e variavel entre observadores quando
comparada com o mesmo tipo de correlagdo quando se utilizou a Macro. As correlagbes

foram significativas para todos os resultados mais uma vez (p < 0,05).

Tabela 15 e 16 Comparagdo dos coeficientes de correlagdo obtidos entre as medi¢cdes dos diferentes
operadores, para a percentagem de secc¢do afetada com a utilizacdo da macro e recorrendo apenas ao Color
Threshold, respectivamente

Percentagem de secio afetada Macro Percentagem de seccdo afetada Color Threshold

Operador Operador Operador Operador Operador Operador Operador Operador
1 2 3 4 1 2 3 4
Operador 1 0,993 0,989 0,991 Operador 1 0, 967 0,971 0,848
1 1
Operador 0,993 1 0,993 0,991 Operador 0,967 1 0,992 0,857
2 2
Operador 0,989 0,993 1 0,999 Operador 0,971 0,992 1 0,895
3 3
Operador 0,991 0,991 0,999 1 Operador 0,848 0,857 0,895 1
q 4

6. Discussao

Quantificar uma imagem com fins comparativos nem sempre € uma tarefa facil,
podendo muitas das vezes transformar-se em algo moroso, trabalhoso e dar origem a
valores dispares entre observadores. Tentou-se com este trabalho, oferecer ferramentas

para contornar estas dificuldades.
Fibrose hepatica

No que se refere a quantificagéo de fibrose em figados, na literatura a metodologia
varia bastante, sendo o mais normal a quantificagdo através de um certo numero de
imagens tiradas de maneira aleatéria a ampliacdes diferentes. (Amin et al 2016; Tong, Z et
al 2009). O que levanta um problema, pois ao ser aleatério pode, em certos casos nao ser
representativo e levar a resultados errados. Tendo isto em conta, uma imagem completa de

uma seccao € vista como o ponto de comparagcdo em termos de representatividade da
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mesma, com as contrapartidas da sua obtengao e quantificacdo a partir dela serem morosas
e complicadas. Com isto em mente, neste trabalho tentou-se descobrir se menos fotografias
a ampliacbes diferentes seriam ou nao representativas dessa mesma seccdao. Com base
nos resultados da analise estatistica, quando comparado com as medi¢gbes obtidas na
seccao inteira, duas fotografias a 40x, trés fotografias a 100x e 200x nao apresentam
diferencgas estatisticamente significativas. No entanto, quando se analizam os coeficientes
de correlacao, observa-se que esta é consideravelmente maior entre a percentagem obtida
na fotografia total e as duas fotografias a 40x do que com as restantes ampliagdes. Isto,
aliado ao facto de se ter uma amostra pequena (n=10) permite uma mais facil analise caso a
caso, sendo possivel determinar os casos em que as medicdes obtidas as 100x e 200x sao
dispares quando comparadas com as da secgdo total. (marcados na tabela 2 nos
resultados). Este fendmeno pode ter acontecido pois, ao tirarem-se as fotografias de
maneira aleatéria a ampliagdes tao altas, foram tiradas fotos a zonas fortemente afetadas ou
zonas quase nao afetadas, o que em casos com percentagens baixas de fibrose pode levar
a uma sobrevalorizagado/subvalorizagao do real valor. O facto de n&o existirem casos tao
dispares entre os dois primeiros grupos de resultados, podera estar relacionada o facto de
as fotos nao terem sido tiradas totalmente de maneira aleatéria e a ampliacdo nao ser tao

alta, tornando mais dificil o fendmeno de sobrevalorizagao/subvalorizagao.

Por essa razao é necessario abordar algumas limitacdes deste estudo. O facto da
amostra, apesar de seguir uma distribuigdo normal, ser pequena (n=10) e de apresentar
sempre resultados baixo de areas afetadas (o maximo observado foi de 3,66%, em casos de
cirrose pode ir até perto de 30%) (Amin et al 2016) pode induzir que casos onde variagdes
de apenas 1% tenham um impacto maior que o verdadeiro. Seria interessante verificar como
esta variagdo se comportava em amostras fortemente afetadas. No presente trabalho, a
explicacdo para uma amostra reduzida, prende-se pelo facto de para efectuar esta
comparagao dindmica entre quatro métodos diferentes para 10 amostras, tiveram que ser
retiradas 151 fotografias que posteriormente tiveram que ser individualmente analisadas e
manipuladas. Tem, sem dulvida, interesse aprofundar o tipo de estudo individualmente para
cada ampliagdo e com uma amostra maior. Apesar de tudo isto, tendo em conta os
resultados obtidos, pode-se afirmar que em casos como o de fibrose hepatica causada por
CCly, onde a lesdo segue um padrao, duas fotografias da zona mais central do figado
traduzem-se em resultados representativos da secgdo correspondente. Trés fotografias
aleatdrias a 100x ou a 200x em casos de figado pouco afetados, apesar de estatisticamente
nao existirem diferengas de médias significativas, podem dar origem a casos onde a

variagao é consideravel quando comparada com a seccéo total. Esta comparacao, caso a
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caso, faz sentindo na éptica do autor, pois normalmente os grupos de animais sdo pequenos
e, por vezes, basta um ou dois animais apresentarem variagdes pequenas para levar a que
todo o objetivo de uma investigacdo ndo chegue a bom porto, dai a necessidade da maior

precisao possivel.

Por fim, o0 aumento de numero de fotografias, indo um pouco de encontro ao estudo
de Amin et al 2016, de maneira a abranger uma maior area e diluir o efeito de uma foto
sobre o total €, sem duvida, algo a ter em conta, mas podera ndo fazer sentido aumentar
muito esse numero pois pode, em termos de trabalho, em certos casos quase equiparar-se
ao realizar-se as medi¢des na seccgao total. No caso do estudo referido, foram utilizadas 10
fotografias aleatérias a 200x como representativas do figado no geral. A comparacao destes
resultados com a bibliografia é complexa, pois existem muitos estudos publicados sobre
fibrose hepatica, mas poucos sobre a representatibilidade das lesdes em secgdes do figado,
sendo que quando o fazem tentam correlacionar com sistemas de gradacao (Amin et al
2016). Na maior parte dos casos a quantificacdo de fibrose é feita para permitir abordar
outras tematicas, como a influéncia das células estreladas na progressao de doencga ou
estudos fundamentais na descoberta dos mecanismos moleculares da deposicao de fibrose
€ nao aferir sobre como se deve efectuar a mais correcta medicdo. (Goodman, Z et al 2007,
Carpino, G et al 2005). Os unicos estudos encontrados que abordavam de forma critica a
maneira como se fazem quantificagbes de fibrose no figado eram em amostras de biopsia
de figados humanos (Wang, Y., Hou, J. 2015 & Standish, R.A. et a 2006) o que complica um
pouco a comparagao, pois numa bidpsia a questdo da representatividade coloca-se de
forma um pouco diferente. Algo também notado durante a comparacao com a bibliografia, é
que em varios os estudos em vez do TM, utilizavam o sirius red como coloragao diferencial e
utilizavam metodologias de quantificagdo mais complexas, como a utilizagdo de microscopia
polarizada, algo que pode sem duvida facilitar o processo, mas exige instrumentos mais
especializados. (ex: Goodman, Z et al 2007 & Tong, Z et al 2009). Um tipo de estudo que
podera ter interesse no futuro sera averiguar qual a correlacao entre os resultados obtidos
numa fotografia da seccdo total a 40x com imagens da seccdo total obtidas em
digitalizadores de laminas. (ex: Hamamtsu Nanozoomer-SQ Digital Slide Scanner D12140-
01)

Fibrose miocardio

O uso da segmentacao de cor (Color Thresholding) encontra-se bem descrito como

método para quantificar fibrose em miocardio (Teekakirikul. P. et al 2010). O uso de macros

34



José Catarino | Estudos morfométricos em modelos experimentais de fibrose: quando os investigadores
pretendem transfomar uma imagem histolégica num dado estatistico. ULHT 2017

para o mesmo fim esta também descrito, bem como a sua validagdo em relagdo ao tempo
poupado e aos resultados obtidos com outras metodologias, mas em amostras coradas com
sirius red. (Hadi, A.W. et al 2011) (Ellims, A.H. et al 2015). Neste trabalho, as amostras
utilizadas foram coradas com TM e por isso decidiu-se tentar criar uma macro que facilitasse

este tipo de trabalho e que fosse validada em relag&o a fiabilidade dos resultados.

Os resultados da analise estatistica, ao ndo serem encontradas diferencas
significativas entre as médias dos resultados obtidos medindo a mao (método ideal para
comparar pois tém-se a certeza do que se estd a medir em tempo real) e a macro em
conjunto com a forte correlacdo demonstrada para todas as medi¢des, corroboram a
permissa que esta macro € viavel para quantificar fiborose nas condi¢cdes controladas de
trabalho encontradas. Contudo, ha que apontar que neste caso os resultados ndao seguiam
uma distribuicdo normal, o que levou a realizagdo de testes ndo paramétricos (Mann-
Whitney) para se chegar a alguma conclusdo. Esta ndo normalidade é explicada pela
grande quantidade de amostras com muito baixa quantidade de fibrose (menor que 1%) e
de poucas amostras com percentagens mais altas (2-4%). E de salientar também que a

amostra neste caso é consideravel (n=45).

Foi também testada a variabilidade inter-observador e qual a relagao entre esta, a
macro e a medigdo a mao. Mais uma vez com base nos resultados estatisticos (neste ponto
as amostras ja seguiam uma distribuicdo normal, pois foram escolhidas de maneira a
formarem grupos, descritos anteriormente) ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre a medi¢des obtidas entre os diferentes observadores
nem com a macro, nem medindo manualmente. Contudo, esta segunda apresentava
indicadores de variancia mais elevados que a macro e em certos casos coeficientes de
correlagdo mais baixos. Esta variabilidade é mais marcada quando se trata de medir
grandezas muito pequenas como as areas de fibrose e consequentes percentagens. No
caso das areas totais esta diferenca, devido ao maior tamanho do que estava a ser medido,
€ menos demarcada. Tudo isto indica no sentido em que a utilizacdo de macros é uma
ferramenta validas e que de acordo com o descrito na bibliografia permite poupar-se tempo,
reduzirem-se tarefas repetitivas a meros cliques e dar origem a resultados menos variaveis
entre observadores. (Hadi, A.W. et al 2011) (Ellims, A.H. et al 2015).

O facto de a fibrose ser medida na sec¢ao toda €, na opinidao do autor, uma mais
valia. Em comparagdo com o descrito, (ex: por Wolf, C.M et al 2005 & Ellims, A.H. et al

2015) muitas das vezes a fibrose é quantificada em fotografias tiradas de forma aletéria a

35



José Catarino | Estudos morfométricos em modelos experimentais de fibrose: quando os investigadores
pretendem transfomar uma imagem histolégica num dado estatistico. ULHT 2017

ampliagbes muito altas (ex: trinta imagens a 100x), o que é mais laborioso que ser feito de
uma s6 vez apos se ter tirado apenas uma fotografia a uma seccao inteira, sendo que
teoricamente os resultados serdo mais representatitivos quando comparado com os

resultados de varias fotos aleatorias.

E também interessante referir que, de acordo, com um estudo de Daunoravicius et
al 2014 onde sdo comparados os resultados obtidos por diferentes metodologias digitais de
quantificacao de fibrose (estereologia e métodos colorimétricos) e os resultados obtidos por
gradacéo visual entre patologistas experientes foi demonstrado que a quantificagcao digital &
mais precisa € menos variavel em comparagao com a gradacdo visual algo que permite
entender a importancia deste tipo de métodos como auxilio a obtencdo de dados precisos e

invariaveis.

Contudo, este estudo apresenta algumas limitagdes sendo a principal o nimero
baixo de amostras que os diferentes operadores mediram. O ideal seria que, pelo menos, as
45 amostras fossem repetidas na integra, mas isso obrigaria os observadores a um trabalho
bastante intenso e moroso algo que o autor deste trabalho ndo achava correcto visto que os
trés trabalharam nisto por pura cortesia. Outra limitacdo € que os operadores, apesar de
sempre apoiados e a maior parte das suas decisdes terem sido validadas por um
patologista, ndo eram patologistas, mas estudantes do 6° ano do Mestrado Integrado de

Medicina Veterinaria da Universidade Lusoéfona.

7. Conclusao

Existem algumas conclusdes que podem ser tiradas ap0s a realizagdo deste

trabalho.

No caso da quantificacdo de fibrose hepatica e qual a maneira que origina
resultados mais representativos da sec¢céo analisada, pode afirmar-se que duas fotografias
a 40x sao representativas e as que ao autor oferecem mais confianca para darem resultados
fidedignos repetidamente. O ideal sera no futuro repetir-se este tipo de trabalho e tentar
correlaciona-o com, por exemplo, sistemas de gradacdo. Com isto, este trabalho ao

responder ao que é representativo por seccdo, que sirva como ponto de partida para se
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chegar um dia ao que é representativo da lamina, para depois ao que € representativo do
orgao.

No caso da quantificacdo de fibrose do miocardio, a metodologia apresentada é
vélida para as condi¢6es descritas do ponto de vista da repetibilidade, precisdo e diminuicédo
da quantidade de trabalho. Tendo em conta que se trata de um ficheiro editavel, pode ser
facilmente adaptado para ir de encontro a outras necessidades em condi¢des de trabalho
distintas (ex: diferentes microscépios). Como ideia de trabalho futuro, a repeticdo de
medi¢Bes por mais operadores diferentes com um maior nimero de amostras tem, sem
davida, interesse.
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Apéndice | — Descrigcdo do método manual de medigao de fibrose através do uso do
Color Threshold

1) Comecgar por designar a escala. Para fotografias a 2x na lupa existe esta
fotografia. Para fotografias no microscopio Leica LEICA DMLB2 noutras
ampliacdes, existem ja as escalas predefinidas
Toolbar — analyze — set scale
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2) Para “melhorar” um pouco a qualidade da imagem, especialmente em imagens
de lupa pode efectuar-se 0 smooth — sobreposicdo de pixéis. Isto torna a lesédo
“mais macig¢a” ao tornar a imagem menos pixelada
Toolbar — process — smooth
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3) Para medir a area total do coragdo, em certos casos tem que se pintar de
negro/branco restos de sangue que ficaram dentro dos ventriculos / secc¢des
adjacentes que aparecem na foto. Este passo permite que “artefactos” cujos
canais de cores sejam parecidos ou iguais aos objectos de interesse sejam
ignorados nas medigoes.

Para pintar as areas que néo interessam — Toolbar — ferramenta de selecc¢éo

desejada (sugestdo: poligono) — selecionar o que nédo interessa — carregar
no F/toolbar — edit — fill
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4) ApoOs todas as areas a desprezar estarem pintadas de negro, pode efectuar-se a

medicao da area do total da sec¢do do coragdo. Para isso Toolbar — Image —
Adjust Color Threshold. Para medir a area total, no canal HUE — mexer
ligeiramente o intervalo & esquerda (1* barra de seleccao por baixo do
histograma de cores) para ele ignorar as partes a preto. Ajustar ligeiramente a 22
barra de modo a garantir que o intervalo alberga todos os picos de cores de
interesse presentes na fotografia. No canal da saturacdo, manipular a 12 barra de
modo a retirar o pico de saturac¢do branco — isto leva a que o programa ignore o
fundo branco. Se ap6s manipulacdo do canal de saturacdo nenhuma zona do
fundo estiver selecionada, normalmente o intervalo do canal de brilho pode ser
selecionado por inteiro de modo a permitir um “enchimento” total das areas

selecionadas.
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5) Finalmente para medir a fibrose, comecgar por através de uma ferramenta de
seleccao, selecionar a zona que s6 tenha fibrose e efectuar um duplicado dessa
mesma zona.

Toolbar — ferramenta de selec&o (sugestdo: poligono) — selecionar area de

interesse — click direito no rato— duplicate.

4 3312 Heart TM MS 2xjpg (6) (43.6%) - o xf
9.30x6.98 mm (2048x1536); RGB; 12MB

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
© |EoJE o <]\ | Al a|o|F] oofs| /] o
k=1.23 y=2 64 value=214,244 218 (#dbidda)

4 Heait —
2.67x3.16 mm (589x695); RGB; 1.6MB

Help...
Rename..
Original Scale
Paste Control...

Record...

Capture Screen
Monitor Memory.
List Commands.
Control Panel...

Startup Macros...
Search

6) Aplicar ao duplicado o color threshold, desta vez retirando todos os canais de
cor para além do azul. Tentar que o intervalo da direita (22 toolbar abaixo do
canal HUE) esteja 0 mais proximo do pico de vermelhos. Ajustar de maneira a
selecionar da melhor maneira as areas de interesse. Os canais de saturagéo e
brilho devem ser ajustados consoante visualizacao.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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ApOs ajuste e confirmacdo de que toda a area esta selecionada, click no bot&o

select + tecla M para a medicdo da area total

4 Imagel - X | 4 Threshold Color - O
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help G
1 ue
o8 o<« ]/x |l a 0[] ws/s]a]s] | |»
- [V Pass
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Apéndice Il — Macro para medir a area total de secc¢do de coracéao

& Macro area total 2.ijm
File Edit Font Examples Macros Debug

run{"Smooth");
run{"Smooth");

run{"Color Threshald...");

(I Color Thresholder 1.50i

[/l Autogenerated macro, single images only!
min=newArray{3);
max=newArray(3);
filter=newArray(3);
a=getTitle(),

run{"HSB Stack");
run{"Convert Stack to Images");
selectWindow("Hue");
rename("0");
selectWindow("Saturation");
rename("1");
selectWindow("Brightness");
rename("2");

min[0]=146;

max[0]=255;

filter[0]="pass";

min[1]=44;

max[1]=255;

filter[1]="pass";

min[2]=0;

max[2]=255;

filter[2]="pass";

for (i=0;i<3i++}
selectWindow(""'+i);
setThreshold(min[i], max[i]);
run{"Convert to Mask");

if (filter[i]=="stop") run{"lnvert");

imageCalculator("AND create", "0","1"),
imageCalculator{"AND create", "Result of 0""2");
for (i=0;i<3;i++}

selectWindow(""'+i);

closel(),
selectWindow("Result of 0");

close();

selectWindow("Result of Result of 0");
rename(a);

/f Colour Thresholding-———————
run{"8-bit");
setAutoThreshold("Default");
firun("Threshaold..");
setOption("BlackBackground", false);
run{"Convert to Mask");

run("Analyze Particles..", " show=Masks display summarize");

Vi
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Apéndice lll — Macro para medir a area de fibrose de seccéo de coracado

ii Macro fibrose 2.ijm
File Edit Font Examples Macros Debug
run{"Smaoth");

run{"Smooth");
run{"Color Threshold...");

(I Color Thresholder 1.50i

// Autogenerated macro, single images only!

min=newArray(3);

max=newArray(3);

filter=newArray(3);

a=getTitle();

run{"HSB Stack");

run{"Convert Stack to Images");

selectWindow("Hue");

rename("0");

selectWindow("Saturation”);

rename("1");

selectWindow("Brightness");

rename("2");

min[0]=135;

max[0]=226;

filter[0]="pass";

min[1]=28;

max[1]=255;

filter[1]="pass";

min[2]=0;

max[2]=203;

filter[2]="pass";

for (i=0;i<3;i++}
selectWindow(""'+);
setThreshold(min(i], max[i]);
run{"Convert to Mask");
if (filter[i]=="stop") run{"Invert"),

imageCalculator("AND create", "0""1");
imageCalculator{"AND create", "Result of 0","2");
for (i=0;1<3;i++)

selectWindow(""+iY:

close();

}

selectWindow("Result of 0");

close();

selectWindow("Result of Result of 0");

renamefa);

/I Colour Thresholding——————

run("Convert to Mask");

run("Analyze Particles...", " show=Masks display summarize");

L]

vii
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Apéndice IV - Protocolo do Tricromico de Masson utilizado para corar as amostras
utilizadas neste trabalho

Kits especiais NovaUltra

Descricdo: Este método é usado para a deteccdo de fibras de colagénio em tecidos
como pele, coracao, etc. em secdes fixadas em formalina, embebidas em parafina e
também podem ser usadas para se¢des congeladas. As fibras de colagénio serdo
coradas de azul e os nucleos de preto e o fundo é vermelho.

Fixacdo: formalina a 10% ou solugéo de Bouin
Secao: sec¢Oes de parafina em 3-5 um.
Solucdes e Reagentes:

Solugéo de Bouin:

Acido Picrico (saturado) ------------------- 75 ml
Formaldeido (37-40%) ------------------ 25 ml
Acido acético glacial --------------=-=-------- 5ml

Solugéo de Hematoxilina Ferrica de Weigert:

Solucéo A Stock:
Hematoxilina -- 1lg
95% de &lcool --------------=--m-mmmmeoee- 100 ml
Solucéo B:
29% cloreto férrico em agua --------- 4 ml
Agua destilada ---------------==------- 95 ml

Acido cloridrico, concentrado ---- 1 miSolucdo de Trabalho de Hematoxilina Ferrica de
Weigert:

viii
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Misture partes iguais das solucdes de estoque A e B. Esta solucéo de trabalho é estavel por
3 meses (perde qualidade apds 4 meses)

Solucao Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin:

Biebrich escarlate, 1% aquoso --------- 90 ml
Fucsina &cida, 1% aquosa -------------- 10 ml
Acido acético, glacial --------------------- 1ml

Solucéo de &cido fosfomolibdico-fosfotungstico:

5% de acido fosfomolibico ------------- 25 ml

5% de acido fosfotungstico -------------- 25 ml

Solucéo Blue Aniline:

Anilina azul - 25¢
Acido acético, glacial --------------------- 2ml
Agua destilada - --- 100 ml

1% de solugéo de &cido aceético:
Acido acético, glacial -------------=--==n---- 1mi

Agua destilada - - 99 ml

Procedimento:

1. Desparafinar e re-hidratar com alcool 100%, &lcool 95% e alcool a 70%.

2. Lavar em agua destilada.

3. Para o tecido fixado em formalina, re-fixar na solu¢cdo de Bouin durante 1 hora a 56 ° C
para melhorar a qualidade da coloracdo, embora este passo ndo seja absolutamente

necessario.
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4. Enxaguar a 4gua da torneira por 5-10 minutos para remover a cor amarela.

3. Core na solucéo de trabalho de hematoxilina de Ferro da Weigert por 10 minutos.

4. Enxadgue com agua quente da torneira durante 10 minutos.

5. Lavar em agua destilada.

6. Core na solucéo de Scarlet-acid fuchsin de Biebrich por 10 a 15 minutos. A soluc&o pode

ser guardada para uso futuro.

7. Lavar em agua destilada.

8. Diferenciar a solugéo de acido fosfomolibdico-fosfotungstico por 10 a 15 minutos ou até

que o colageno nao seja vermelho.

9. Transfira as se¢fes diretamente (sem enxaguar) para solucao anilina azul e core por 5-10
minutos. Enxaguar brevemente em agua destilada e diferenciar em 1% de solucao de acido

acético durante 2-5 minutos.

10. Lavar em agua destilada.

11. Desidratar muito rapidamente através de alcool etilico a 95%, alcool etilico absoluto

(estes passos limparéo a coloragéo de Scarlet-acid fuchsin de Biebrich) e limpar em xileno.

12. Monte com meio de montagem resinoso.

Resultados:
Colageno - - azul
NUCIEOS ----=-===mmmmmm e preto

Musculo, citoplasma, queratina ------------------- vermelho




