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RESUMO

O Cancer de pulméo é uma das principais causas de morte evitaveis, sendo uma das
doencas que acometem o trato respiratorio de maior morbidade mundial, atingindo
individuos com diferentes faixas etérias e condi¢cdes sociodemogréficas. O cancer de
pulméo pode ser dividido em carcinoma pulmonar de células pequenas (CPCP) e
carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (CPCNP), sendo os subtipos mais
comuns de CPCNP, o adenocarcinoma pulmonar e o carcinoma de células
escamosas do Pulméo (SCC). Visto que os subtipos de cancer divergem em etiologia,
patogenia, diagnodstico e terapia, o desenvolvimento de métodos e ferramentas
automatizadas de deteccdo mais acessiveis e eficientes ainda € necessario. Desse
modo, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver métodos de deteccéo
assistido por computador aplicaveis a softwares, a partir de andlises nao lineares para
quantificar alterag6es microscépicas encontradas no carcinoma de células escamosas
do pulmdo. Para isso, foram utilizadas 200 fotomicrografias de tecido pulmonar
benigno (controle) e 200 fotomicrografias de carcinoma pulmonar de células
escamosas provenientes do banco de dados LC25000. O numero de células,
circularidade, area e perimetro alteraram no SCC em comparagcdo ao controle.
Entretanto, o parametro taxa de proporcdo, arredondamento e solidez néo
apresentaram diferencas estatisticas entre o SCC e o tecido benigno. A dimenséao
fractal e a lacunaridade dos nudcleos das células pulmonares também alteraram
estatisticamente no SCC em comparacdo ao controle. Em conclusdo, analises
automatizadas usando marcadores de forma séo ferramentas acessiveis de baixo
custo e eficientes na deteccdo de alteragBes na distribuicdo espacial dos nucleos
celulares no carcinoma de células escamosas do pulm&o humano. Assim, estes
métodos poderéo ser associados ao desenvolvimento de maquinas e inteligéncia
artificial que sirvam como primeiro ou segundo analisador, visando melhorar os

procedimentos dos patologistas associados ao cancer de pulméo.

Palavras-chave: Automacdo. Céancer de Pulm&o. Histomorfometria. Dimenséo

fractal. Lacunaridade.



ABSTRACT

Lung cancer is one of the main preventable causes of death, being one of the diseases
that affect the respiratory tract with the highest morbidity in the world, affecting
individuals of different age groups and sociodemographic conditions. Lung cancer can
be divided into small cell lung carcinoma (SCLC) and non-small cell lung carcinoma
(NSCLC), with the most common subtypes of NSCLC being lung adenocarcinoma and
lung squamous cell carcinoma (SCC). Since cancer subtypes differ in etiology,
pathogenesis, diagnosis and therapy, the development of more accessible and
efficient automated detection methods and tools is still necessary. Therefore, the
present work aims to develop computer-assisted detection methods applicable to
software, based on non-linear analyzes to quantify microscopic changes found in lung
squamous cell carcinoma. For this, 200 photomicrographs of benign lung tissue
(control) and 200 photomicrographs of squamous cell lung carcinoma were used from
the LC25000 database. The number of cells, circularity, area and perimeter changed
in SCC compared to control. However, the aspect ratio, roundness and solidity
parameters did not show statistical differences between SCC and benign tissue. The
fractal dimension and lacunarity of lung cell nuclei also changed statistically in SCC
compared to control. In conclusion, automated analyzes using shape markers are
affordable and efficient tools for detecting changes in the spatial distribution of cell
nuclei in human lung squamous cell carcinoma. Thus, these methods could be
associated with the development of machines and artificial intelligence that serve as a
first or second analyzer, aiming to improve pathologists' procedures associated with

lung cancer.

Keywords: Automation. Lung cancer. Histomorphometry. Fractal dimension.

Lacunarity.
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1. INTRODUGCAO

De acordo com as estimativas de 2020 do Instituto Nacional do Cancer (INCA),
o cancer de pulmdo é uma das principais causas de morte evitaveis, sendo
responsavel por 28.620 mortes em 2020. O cancer de pulméo é dividido em carcinoma
de células pequenas (CPCP) e carcinoma de células ndo pequenas (CPCNP), de
forma que o carcinoma de células escamosas (SCC) e o adenocarcinoma
representam os principais subtipos histoldgicos relacionados ao carcinoma pulmonar
de células ndo pequenas, porém suas caracteristicas bioldégicas e patoldgicas
divergem. Assim, surgem mudancas na abordagem do progndstico, diagnostico e
terapia no carcinoma de células ndo pequenas, através de uma classificacédo correta
baseada em bidpsias e citologia (Basumallik; Agarwall, 2022). Entretanto, poucos
relatos mencionam a histopatologia e a presenca de marcadores prognosticos e
diagnésticos para SCC, sendo necessarios estudos para analisar esses possiveis

marcadores (Babar; Hodi; Anjum, 2022).

Atualmente, amostras de pulmao sao avaliadas em microscopia Optica, pelas
suas diferentes caracteristicas histologicas (Kim; Jetter, 2022). Assim, uma avaliacédo
falha das imagens histopatolégicas pode levar a uma ma escolha terapéutica do
paciente, e influencia diretamente na perda de qualidade de vida e diminuicdo da
sobrevida (Babar; Hodi; Anjum, 2022). A titulo de ilustracdo, a concordancia
diagnostica para a classificagdo correta dos adenocarcinomas e carcinomas
escamosos € relativamente baixa (K= 0,64 - 0,69) entre patologistas especializados
em patologia pulmonar, 0 gera uma preocupacdo na existéncia de avaliacbes

errbneas (Grilly-Olson et al., 2013).

Durante a avaliacdo de um paciente, os profissionais de saude aplicam
intuitivamente padrdes subjetivos no reconhecimento de estruturas normais e
anormais, comparando esses padrfes clinicos com a probabilidade de existéncia de
uma doenca, o que pode resultar numa baixa eficiéncia na deteccédo desta doenca
(Cahan e Cimino, 2017). A deteccao correta de doencas estd emergindo como uma
prioridade global nos cuidados de saude dos pacientes (OMS, 2016). Assim, com o
crescente avanco tecnoldgico, surgiram diversas ferramentas para melhorar a
eficiéncia das detecgbes, fornecendo informagOes adicionais sobre processos

patolégicos que afetam os pacientes (Lee et a., 2017). Portanto, o uso de métodos
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assistidos por computador pode ser Gtil para reduzir vieses nos procedimentos, uma
vez que o diagndstico muitas vezes € baseado na avaliacdo subjetiva das variacoes

das doencas e das variacdes intra e interpessoais (Martins et al., 2020).

Desta forma, sistemas de detecc¢ao assistidos por computador podem auxiliar
na deteccdo de lesdes patologicas, a partir da localizacdo de padrdes anormais
através da digitalizacdo da imagem pelo computador; ou ainda pode quantificar
caracteristicas da imagem da leséo e classificar de acordo com graus de gravidade, o
que auxilia no melhor entendimento da doenca, diagnéstico e progndéstico dos
pacientes, reduzindo assim a subjetividade e melhorando a eficiéncia das
classificacdes das alteracbes associadas as doencas (Lumbreras; Chilet-Rosell;
Parker, 2022; Confalonieri et al., 2021; Tiwari et al., 2017). Sistemas de detecc¢éo
assistidos por computador vém sendo desenvolvidos para diversas doencas, como
cancer de mama, pulmao, célon-retal, prostata, polipos, lesdes de pele e através de
imagens histopatolégicas (Chang et al., 2013; Hambrock et al., 2013; Peng et al.,
2013; Peng et al., 2013; Peng et al., 2013; Lee et al., 2017).

Considerando que as alteracfes patoldgicas nos pulmdes sdo comuns (Global
Burden of Disease, 2018); ainda faltam areas de pesquisa em métodos assistidos por
computador para melhorar as deteccbes microscépicas (Lumbreras; Chilet-Rosell;
Parker, 2022); também sendo necessarios meétodos de deteccdo associados a
procedimentos rotineiros e de baixo custo, visando sua aplicacdo pratica pelos
patologistas nos sistemas de saude (Lumbreras; Chilet-Rosell; Parker, 2022; Tenorio
et al., 2017; Melo et al., 2022).

Com o avango da tecnologia, surgiram bancos de dados de imagens
microscoépicas com a funcéo de auxiliar o especialista na tomada de decisdo. Dessa
forma, € fundamental que a base de dados produza e transmita resultados que
permitam ao especialista compreender melhor o contexto necessario para um
diagnéstico assertivo (Arrieta et al.,, 2020). Além disso, com a disponibilidade de
imagens de slides em diversas bases de dados de imagens, existe a possibilidade de
analisar sistematicamente a morfologia microscopica das células cancerigenas do
pulm&o e correlacionar o progndstico destes pacientes com uma decisao terapéutica

correta (Martins et al., 2020).



16

Os esforcos na implementacdo do diagndstico computacional séao
desenvolvidos com a funcdo de criar métodos e modelos preditivos que sejam
interpretaveis, ou seja, que tragam informacdes utilizadas na previsédo e facilidade
para o usuario, além de desenvolver técnicas que busquem explicagdo e classificacdo
com maior precisdo (Arrieta et al., 2020). Assim, o desenvolvimento de técnicas
computacionais que possam ser aplicadas aos modelos existentes é essencial para a
evolucao do diagnéstico e tratamento das doencas (Martins et al., 2020; Arrieta et al.,
2020).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema Respiratério

O Sistema respiratorio pode ser dividido estruturalmente em trato respiratorio
superior e trato respiratoério inferior, sendo funcionalmente também dividido em por¢éo
condutora e porgdo respiratoria (Nascimento, 2020). O Trato respiratério possui
diversas fungdes, entre elas: fornecimento de oxigénio para a circulagdo sanguinea e
remocao do gas carbdnico, producdo de som (vocalizacao, devido ao ar expirado que
passa pelas pregas vocais), auxilio na compressdo abdominal, entre outras funcdes
(Martini, Timmons, Tallistsch., 2009). Paralelo a isso, um individuo adulto em repouso
respira em média 15 vezes por minuto, o que corresponde a 6 litros de ar ventilados
durante este mesmo periodo, o0 que equivale a 8.640 litros de ar correspondente a um
periodo de 24 horas (Costa, 2008; Nascimento, 2020). Desse modo, se um individuo
parar de respirar, por 4 - 5 minutos ele perde a consciéncia, se esse periodo se
estende de 7 - 8 minutos surgem os danos encefélicos e depois de 10 minutos o
individuo pode vir a 6bito (Costa, 2008; Nascimento, 2020).

O trato respiratorio € constituido por cavidade nasal, faringe, laringe e traqueia,
brébnquios, bronquiolos e alvéolos pulmonares (Figura 1). Ainda assim,
funcionalmente ainda sao subdivididos, sendo a parte condutora composta por todas
as cavidades e estruturas que transportam gases respiratérios, e a parte respiratoria
€ composta exclusivamente pelos alvéolos pulmonares, unidade funcional do sistema

respiratorio onde ocorre o processo chamado de troca gasosa (Nascimento, 2020).
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Figura 1. Anatomia do trato respiratorio superior.
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2000.

As vias aéreas condutoras sdo compostas por variados tipos de epitélios que
tem funcdo de limpeza, aquecimento e umidade do ar transportado (Oliveira, Silva.,
2023). A Cavidade nasal, local onde se inicia o transporte de gases, tem 3 funcdes
primordiais: O Epitélio nasal por ser altamente vascularizado é importante para
aquecer o ar, filtragdo de macromoléculas (através dos pélos nasais chamados de
vibrissas) e interferéncia na voz, funcionando como uma camara de ressonancia
(Nascimento, 2020). Seguindo a por¢ao condutora do trato respiratorio, a faringe é a
estrutura que conecta as cavidades nasais e oral, com a laringe do trato respiratério e
o esbfago do trato digestério. Podendo ainda ser subdividida em: parte nasal da
faringe, responsavel apenas pela passagem de ar; parte oral da faringe, onde
alimentos, liquidos deglutidos e ar inalado passa por ela; e parte laringea da faringe,
onde o trato digestério e respiratorio se separam, visto que ar inalado é direcionado
anteriormente na laringe, e alimentos e liquidos deglutidos sdo conduzidos ao eséfago
(Oliveira, Silva., 2023; Nascimento, 2020).
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A Laringe, também chamada de “caixa de voz”, tem como fungéo impedir que
liquidos e alimentos entrem na tragueia e nos pulmdes e permitir a passagem do ar
durante a respiracdo, além de desempenhar papel na producédo de sons (Calis-
Germanin, Germain, 2023). Na tragueia, temos um epitélio mucoso que reveste o
limen que proporciona protecdo contra pé e outras particulas (Nascimento, 2020). A
Arvore bronquial, chamada assim devido a sua ramificacdo progressiva em tubos mais
estreitos para o interior dos pulmdes, chamados de bronquios. O brénquio principal se
subdivide em brénquios secundarios (lobares) e brénquios terciarios (segmentares),
que continuam se ramificando até formar os chamados bronquiolos (Calis-Germanin,
Germain., 2023). Os bronquiolos terminais conectam-se nos bronquiolos respiratérios
que por sua vez se conectam aos ductos alveolares e em seguida aos sacos
alveolares, onde ocorre a troca gasosa, E por fim, os alvéolos pulmonares formam a
porgdo respiratoria do trato respiratorio, sendo aproximadamente 350 milhdes de
alvéolos por pulméo (Figura 2) (Silva, 2017).

Figura 2. Sistema Respiratério Humano
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Fonte: SILVA, 2017.
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2.2 Fisiologia e Histologia do Tecido Pulmonar

O Epitélio respiratério condutor possui 5 tipos de epitélios: a maior parte da
porcdo condutora é constituida por epitélio pseudoestratificado colunar ciliado com
presenca de células caliciformes, onde todas as células se mantém apoiadas a lamina
basal possuindo alturas diferentes (Nascimento, 2020). Sendo o tipo celular mais
abundante do epitélio respiratério, a célula colunar ciliada (cerca de 300 cilios em sua
parte apical), que possui grande quantidade de mitocondrias, que destina trifosfato de
adenosina (ATP) como forma de energia para que ocorra os batimentos ciliares
(Cavalcante et al., 2021). Nessa linha, o segundo tipo celular, mas frequente, séo as
células caliciformes, secretoras de muco composto de glicoproteinas. As demais
células sdo conhecidas como células em escova (brush cells), devido ao grande
namero de microvilosidades presente em sua superficie apical, além das células
basais, que séo as células tronco epiteliais (Oliveira, Silva., 2023).

A Atividade de defesa da porcdo condutora é essencial para uma fisiologia
correta do sistema respiratorio, isto porque, devido ao transito de ar, o trato respiratério
€ exposto diretamente ao meio externo. Desse modo, a mucosa tem a funcéo de
protecdo contra as impurezas do ar, visto que as inumeras células caliciformes ao
decorrer do trato, secretam o muco para o lumen dos tubulos, que se depositam sobre
a superficie do epitélio formando uma espécie de lamina fluida que é deslocada a
partir dos batimentos ciliares em direcéo a faringe (Cavalcante et al., 2021). Assim,
grande parte das macroparticulas e microrganismos aderem ao muco, nhao
alcancando os alvéolos pulmonares (Nascimento, 2020). Além disso, a barreira de
linfécitos desempenha um papel importante contra antigenos externos, sendo a
barreira composta por linfocitos isolados dispersos abaixo do epitélio e linfonodos.
Somada a uma grande quantidade de macrofagos e plasmadcitos, compdem um
ambiente interno mais seguro contra antigenos e macromoléculas (Oliveira, Silva.,
2023).

A Porcao respiratoria inicia-se pelos bronquiolos respiratorios, revestido por
epitélio simples, cubico ou colunar. A partir do prolongamento do bronquiolo
respiratorio, ocorre um aumento do numero de descontinuidades de sua parede
(Nascimento, 2020). Assim, quanto a parede passa a ser constituida quase s6 de

saida de alvéolos, o tubo deixa de ser chamado bronquiolo respiratorio e passa a ser
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considerado ducto alveolar (Nascimento, 2020). O Ducto alveolar termina em um

alvéolo unico ou sacos alveolares (espacos que abrem diversos alvéolos) (Figura 3).

Figura 3. Saco alveolar, espaco onde se abrem diversos alvéolos pulmonares (A).

(HE, Pequeno aumento)
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Fonte: Junqueira e Carneiro, 11° ed.

Os componentes celulares que constituem os septos alveolares, que separa 0S
alvéolos sédo: Pneumdcito Tipo |, célula pavimentosa, com nucleo achatado separado
uns dos outros, que tem como principal funcédo constituir uma barreira estrutural
minima para possibilitar as trocas de gases do limen alveolar e tecido intersticial, e
ao mesmo tempo impedir a passagem de liquido; Pneumécitos Tipo Il, células
arredondadas com citoplasma vacuolizado em corte histolégico, com fungédo de
secrecao do surfactante pulmonar (fosfolipidios, proteinas e glicosaminoglicanos),
liberado por exocitose através da membrana apical das células. Assim, exercendo
diversas funcdes, entre elas: reducdo da tensdo superficial da parede alveolar,
mantendo a estrutura e evitando o colapso durante o processo de inspiracdo e
expiracdo (Figura 4) (Taddeo et al., 2019)
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Figura 4. Células de revestimento das paredes alveolares.

Tipo Il
v

Fonte: Junqueira e Carneiro, 11° ed.

2.3 Carcinoma Pulmonar

O Cancer de pulméo persiste como um desafio de ambito global para a saude,
mantendo sua posicdo de destaque como a principal causa de mortalidade desde
meados 1980, representando cerca de 13% de todos os novos casos de cancer
(Araujo et al., 2018). Assim, o cancer de pulméo ainda é a principal causa de morte
relacionada ao cancer em todo o mundo (Adams et al., 2023). O cancer de pulmao
teve estimativa de 2,2 milhbes de novos casos e 1,8 milhbes de mortes em 2020. As
suas taxas de incidéncia e mortalidade diferem no mundo, refletindo padrées variados
de consumo de tabaco, exposicdo a riscos ambientais (tais como biomassa de
combustiveis, arsénico, radonio, carcindgenos industriais e polui¢cdo do ar) e genética
(Leiter et al., 2023). O processo de metastase frequentemente envolve o pulmao; os
prognadsticos para pacientes com cancer metastatico no pulmao sao ruins, com uma
taxa de sobrevida < 5% em 5 anos (Wang et al., 2022).

No contexto brasileiro, ele se configura como o principal vildo entre os homens
e 0 segundo maior vildo entre as mulheres, resultando em cerca de 28.717 dbitos em
2018, numero esse que segue crescendo exponencialmente ao longo dos anos

(INCA., 2023). O Cigarro, inquestionavelmente, € o maior vildo nesse cenario, sendo
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o principal fator de risco associado ao desenvolvimento do cancer de pulméo, assim,
sendo uma das principais causas de morte evitaveis. Embora se tenha observado uma
reducdo da taxa de tabagistas, a taxa de diagndstico em estagios avancados
permanece elevada, atingindo quase a marca dos 75% (Mathias et al., 2020).

No Brasil, € inegavel os avancos das cirurgias toracicas, onde técnicas
minimamente invasivas e a robdtica comecaram a desempenhar um papel
significativo, servindo como um exemplo claro de como o avanco da tecnologia
possibilita melhorias para o servico de saude como um todo, desde sua parte
laboratorial até a assisténcia propriamente dita (Mathias et al., 2020). Entretanto,
apenas uma fracdo dos pacientes tem acesso ao tratamento cirdrgico com intencéo
curativa (Tzukazan et al.,, 2018). O que revela questbes sobre disparidades
socioeconbmicas, condicbes de saulde, localizacdo geogréfica, idade e etnia,
influenciando diretamente o0 acesso destes pacientes a um tratamento eficaz
(Fundacdo Oncocentro de Sao Paulo - FOSP, 2020). Nessa linha, os desafios
persistem no sistema publico de saude, onde procedimentos diagndsticos menos
invasivos sao escassos, resultando em atrasos no atendimento aos pacientes. Sendo
crucial destacar que, embora técnicas cirdrgicas tenham avancado
consideravelmente, a oferta de cirurgias curativas permanece abaixo do ideal,
especialmente entre pessoas com idade mais avancada e baixo nivel socioecondmico
e escolaridade (Mathias et al., 2020).

A Grande maioria dos pacientes enfrentando o desafio do cancer de pulméao
pertencem a um grupo histopatolégico conhecido como Carcinoma de células nao
pequenas, respondendo por cerca de 85% dos casos (Basumallik; Agarwall, 2022).
Este grupo abrange subtipos, com o Carcinoma de células escamosas (SCC) e o
Adenocarcinoma sendo os tipos histolégicos mais prevalentes. Outros tipos, como
carcinoma de células grandes, adenoescamosos, sarcomatoides e aqueles que se
assemelham a glandulas salivares, também sao identificados (Babar; Hodi; Anjum,
2022).

2.4 Carcinoma de células escamosas

Em termos gerais, o SCC & uma neoplasia pulmonar caracterizada por

alteracdo gendmica complexa, frequentemente associada ao tabagismo, comumente
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localizadas centralmente, predominantemente em homens (Basumallik; Agarwall,
2022). Atualmente, observa-se também a distribuicdo periférica desses carcinomas.
Do ponto de vista morfoldgico, 0 SCC exibe marcadores de diferenciacdo escamosa,
como a formacdo de pérolas cérneas (indicativas da producdo de queratina) e a
presenca de pontes intercelulares entre células adjacentes (Cagle, 2013). Assim
guanto maior a diferenciacdo, mais se assemelham a tecido epitelial queratinizante. A
Variacdo na diferenciacdo pode ser observada em neoplasias extensamente atipicas,
sendo identificadas por meio da imunorreatividade das células, como p63 ou p40 na
imuno-histoquimica, o que classifica o tumor como um Carcinoma de células
escamosas indiferenciado ou grau IV de acordo com a Organizacdo mundial da Saude
(OMS).

No aspecto macroscoépico, esses carcinomas sao frequentemente encontrados
nas partes centrais dos pulmdes, afetando brénquios, com extenséo para parte moles
peribrébnquicas, caracterizadas como calcificagcbes (em sitios de queratinizacdo) e
cavitacao central sdo comuns, resultando do crescimento tumoral rapido, superando
a capacidade vascular de fornecimento de nutrientes e oxigénio e depuracdo dos
metabdlitos (Herbst., 2018). Microscopicamente, o SCC apresenta-se como lesdes
malignas compostas por células epitelidides poligonais atipicas dispostas em lencois
ou ilhas infiltrativas. Assim, a diferenciacao destes tumores pode ser classificada de
acordo com o grau de queratinizacdo, disceratose citoplasmatica (queratinizacéo
anormal) e formacao de pontes citoplasmaticas, sendo preservada em tumores bem
diferenciados (Figura 5) (Rindi et al., 2018).

A Classificacdo de acordo com a diferenciacdo inclui categorias: bem
diferenciado (grau 1), moderadamente diferenciado (grau 2), pouco diferenciado (grau
3) e indiferenciado (grau 4), conforme proposto pelo Colégio Americano de Patologia
e Organizagdo mundial da Saude (Rindi et al., 2018; Travis et al., 2015). Diferentes
abordagens como, contagem mitética, brotamentos tumorais e dimensdes dos ninhos
celulares, sédo sugeridas por diferentes autores para classificar a agressividade dos
tumores, ainda sem consenso definitivo (Herbst., 2018). Dessa forma, na analise
visual, observa-se a formacao de escamas cérneas, com eosinofilia citoplasmatica e
acumulo tridimensional celular, ilustra as caracteristicas de um SCC bem diferenciado.
Assim, a disposicdo arquitetural, é evidente em tumores moderadamente
diferenciados (Kumar et al., 2014). Por fim, uma neoplasia pouco diferenciada exibe

formacdo infiltrativa com desmoplasia em padréo de lencol, indicando uma resposta



25

tecidual. O exame imunohistoquimico, especialmente a positividade para p63 ou p40,
pode fornecer informacgdes valiosas para a caracterizacdo desses carcinomas (Rindi
et al., 2018; Kumar et al., 2014).

Figura 5. Carcinoma de células escamosas. A) Escama cérnea; B) Area pouco
diferenciada composta por células epiteliéides atipicas, dispostas em blocos.
aalh Y dimar o [ TR

Fonte: BALANCIN, Marcelo Luiz. Patologia Pulmonar.

2.5 Banco de dados em imagens Histopatolégicas

Dentre os variados métodos utilizados para apoiar o diagnostico médico
baseado em imagens, a area da histologia se destaca como area que explora o uso
de imagens microscopicas provenientes de corte de tecidos potencialmente afetados
(Arrieta et al., 2020; Bentaieb;Hamarneh, 2018). As amostras de tecido, comumente
coradas com o corante de rotina, Hematoxilina e Eosina (HE) sdo submetidas a
analise minuciosa de um especialista por meio de um microscoépio éptico. Sendo o(a)

patologista capaz de identificar caracteristicas nas células observadas que indicam a
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presenca de determinada doenca. Essas observacbes sao fundamentais para
disponibilizar o diagnéstico preciso, a determinacdo do estagio da doenca e a
orientacdo do tratamento mais adequado para cada paciente (Arrieta et al., 2020;
Orlov et al.,2010).

A inteligéncia artificial (IA) tem desempenhado um papel cada vez mais crucial
em uma variedade de sistemas computacionais e softwares, buscando automatizar e
auxiliar os analistas em diversas areas e tarefas (Arrieta et al., 2020). Essa aplicacao
abrangente aborda problemas criticos, como diagnéstico médico, no qual € essencial
que os usuarios confiem nos sistemas, assim, para enfrentar esse desafio, a
inteligéncia artificial explicavel (XAl) tem se destacado como um campo de estudo
fundamental, visto que buscam fornecer explicagdes sobre como ou porque uma
decisdo foi tomada, conferindo uma qualidade valiosa aos sistemas de inteligéncia
artificial (Confalonieri et al., 2021).

Os bancos de dados de imagens microscopicas, por possuirem a funcéo de
auxiliar o especialista ha tomada de decisao, é fundamental que o banco produza e
transmita informacgdes que permitam ao analista compreender o que esta descrito na
imagem e contexto clinico especifico para que ocorra um diagnéstico assertivo (Arrieta
et al.,, 2020). Desse modo, os bancos de imagens microscopicas trazem a
possibilidade de analisar a microscopia das células cancerigenas do pulmao e
correlacionar o prognostico destes pacientes com uma deciséo terapéutica especifica
para cada subtipo de carcinoma (Martins et al., 2020).

A Implementacéo do diagndstico computacional visa criar métodos e modelos
preditivos que sejam interpretaveis, proporcionar informacdes relevantes na previsao
e facilidade ao usuéario (analista). Paralelamente, busca-se desenvolver técnicas que
aprimorem a explicacéo e a classificacdo com maior precisdo (Martins et al., 2020;
Arrieta et al., 2020).

Para garantir maior precisao no diagnostico, sdo empregadas técnicas como a
dupla leitura, na qual dois especialistas analisam amostras de tecidos de forma
independente, embora isso possa aumentar os custos do procedimento (Benveniste;
Ferreira; Aguilar, 2006). No entanto, essa tarefa € complexa, consome tempo
consideréavel, e o diagnostico pode depender significativamente da qualificacéo e do
nivel de experiéncia do especialista (Dobbs et al., 2015; Mueller et al., 2016). Nesse

contexto, sistemas de diagnostico auxiliados por computador (CAD) tém potencial de
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automatizar e apoiar algumas dessas tarefas, auxiliando os profissionais na tomada
de decisdo corretamente, servindo como um primeiro ou segundo analisador, para

melhorar a eficiéncia na detec¢céao da doenca.

2.6 Sistema de diagnostico auxiliados por computador (CAD)

O Sistema de diagndéstico auxiliados por computador (CAD) pode ser dividido
em varias etapas, desde a aquisicdo da imagem até o pré-processamento,
segmentacdo, extracdo de caracteristicas e classificacdo da histopatologia (Joth;
Rajam, 2017). A eficacia de um sistema CAD para detec¢do de tumores depende da
capacidade de extrair caracteristicas relevantes e de um classificador capaz de
distinguir esses atributos. Diversas técnicas podem ser aplicadas para extrair atributos
de imagens histoldgicas, entre as técnicas comuns estdo o Padrao Binario local (LBP),
Geometria fractal, entre outros. Essas técnicas tem sido aplicadas em diversas areas,
como analise renal, classificacdo de cancer de mama, deteccdo de nucleo de células
do colon e deteccao de nucleos do cancer de pulmédo (Simon et al., 2018; Yu et al.,
2018; Ramadhani; Sthevanie, 2019; Ribeiro et al., 2018).

Estas abordagens fornecem informacfes importante para especialista em
histopatologia, incluindo propriedades relacionadas a forma, tamanho e quantidade
de objetos na imagens histoldgicas (He et al., 2012). O Uso de sistemas CAD baseado
nessas técnicas pode contribuir significativamente para uma analise mais eficiente e

precisa no contexto do diagndstico histopatoldgico (Figura 6).

Figura 6. Sistema de diagnéstico associado ao computador (CAD)
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Fonte: Adaptado de Jothi, Rajam, 2017
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2.7 Dimensao fractal e lacunaridade

A Geometria fractal vem sendo utilizada na analise de imagens histoldgicas,
sendo capaz de quantificar a irregularidade e complexidade de uma estrutura.
Medidas como a dimenséo fractal (FD) e a lacunaridade (LAC) séo utilizadas para
avaliar a complexidade espacial. Recentemente, a percolacdo (PERC) também tem
sido explorada para definir caracteristicas fractais de imagens, especialmente em
relacdo a estruturas vasculares e histolégicas (Arrieta et al., 2020; Baish; Janir, 2000)
A Geometria fractal € um conceito importante no estudo das formas que néo
podem ser definidas pela geometria euclidiana, como introduzido por Mandelbrot em
1975. Estruturas presentes no organismo como células, organelas, tecidos e 6rgaos
ndo seguem padrdes geométricos classicos como circulos, triangulos, quadrados,
retdngulos ou poligonos (Ribeiro et al., 2018). Desse modo, para formas de
representacdes irregulares, a geometria fractal introduz a ideia de aplicar regras que
possam defini-las, como as relacionadas a escala de observacao do objeto. Assim, a
auto similaridade é um conceito chave nesse contexto, onde a estrutura de um objeto
€ preservada em diferentes escalas. Isso significa que, ao ampliar ou reduzir a escala
de observacao, a forma geral da estrutura permanece semelhante (Simon et al., 2018;
Yu et al., 2018).
A autossimilaridade é uma caracteristica importante dos fractais e pode ser
explorada em visdo computacional por meio de abordagens multi escalas. Assim, a

geometria fractal geralmente exibe as seguintes caracteristicas:

1. Detalhe em pequenas escalas: Estrutura possui detalhes que podem ser
observados em escalas menores

2. Incapacidade de ser descrito pela geometria tradicional/ Euclidiana: A
Forma ndo pode ser representada eficientemente por formas geométrica
classica

3. Auto Similaridade aproximada ou estatistica: Estrutura exibe semelhanca a
si mesma em diferentes escalas

4. Definicdo possivelmente recursiva: A Estrutura pode ser definida de maneira

recursiva.
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5. Dimensao fractal maior que a topoldgica: A dimenséo fractal € uma medida

gue reflete a complexidade da estrutura.

No contexto clinico, onde a analise de imagens coloridas é comum, adaptacdes
dessas técnicas para imagens coloridas tém sido exploradas por pesquisadores
(Ivanovic; Richard; Decean, 2009; Roberto et al., 2017). Por fim, a lacunaridade é uma
medida complementar da dimensao fractal que permite avaliar como o espaco de um

fractal € preenchido, quantificando o espac¢o das lacunas apresentadas pela estrutura.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo desenvolver um novo método de analise
microscoépica do cancer de pulmao, em especial do carcinoma pulmonar de células
escamosas, utilizando marcadores morfolégicos complexos como ferramentas para

desenvolvimento de métodos automatizados de deteccdo em imagens microscopicas.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Realizar analise histopatologica do tecido pulmonar benigno e do carcinoma de
células escamosas.

e Desenvolver programacdo computacional em macro para processar e
segmentar o nucleo das células do pulméo.

e Analisar parametros morfométricos (area, numero de células, perimetro,
solidez, circularidade e Aspect Ratio) do carcinoma escamoso e tecido
pulmonar benigno.

e Analisar a dimenséo fractal e lacunaridade do carcinoma escamoso e tecido

pulmonar benigno.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

As imagens microscopicas disponiveis no banco de imagens histopatoldgicas
de cancer de pulmédo e cdélon LC25000, que contém um conjunto de imagens
histopatolégicas com as classes: |) Tecido pulmonar benigno (Controle); e 1I)
Carcinoma de células escamosas do pulméo (SCC). Todas as imagens no LC25000
sédo identificadas, compativeis com HIPAA, validadas e disponiveis gratuitamente para
pesquisadores de inteligéncia artificial (1A) (Borkowski et al.,, 2019B). Foram
processadas 200 fotomicrografias de tecido pulmonar benigno e 200 fotomicrografias
de SCC no software ImageJ (National Institutes of Health - NIH, EUA), com macro
confeccionado em nosso laboratério para obtencdo dos limiares (imagens
binarizadas). Em seguida, as imagens binarizadas foram analisadas usando o plug-in
FracLac (A. Karperien, Charles Sturt University, Australia) e o plug-in MorphoLibJ
(Institut Jean-Pierre Bourgin, INRA, Franca), baseado em Tenorio et al. (2017) e Melo
et al. (2022).

4.2 MORFOLOGIA QUANTITATIVA

Imagens de distribuicdo espacial do nudcleo celular foram utilizadas para
calcular os seguintes parametros: AREA: quantidade de espaco bidimensional contida
na imagem (um?2); PERIMETRO: comprimento do limite externo da imagem (um);
ARREDONDADMENTO: 4 x [area] / T [eixo maior]?, o inverso da taxa de proporcao;
CIRCULARIDADE: 4 1 x [area] / [perimetro]?, onde o valor 1 indica um circulo perfeito
e quanto mais préximo de 0, mais alongada é a forma; TAXA DE PROPORGCAO: eixo

maior/eixo menor; SOLIDEZ: area/area convexa.

4.3 DIMENSAO FRACTAL

Imagens microscopicas do pulmao binarizadas foram utilizadas para calcular a
dimensao fractal pelo método de contagem de caixas (Dbox). Em resumo, a dimenséao
fractal foi calculada cobrindo a imagem com N(r) caixas, onde N € o niumero de caixas
e R € o comprimento de um lado da caixa contendo pelo menos um ponto da estrutura
analisada. Este processo foi repetido com caixas de tamanhos diferentes e plotado
em um gréfico logaritmico duplo de N(r) em funcdo de r. A inclinacdo desta relacdo
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entre os sinais invertidos € a dimensao fractal por contagem de caixas e € € a menor

variacdo no tamanho das caixas. Isso pode ser descrito formalmente pela formula 1:

logN(r+¢)—logN(r)
D,.= —lim
=0| log(r+¢)—logr

(1)

4.4 LACUNARIDADE

A distribuicdo das lacunas na estrutura analisada foi descrita pelo valor da
lacunaridade. A imagem foi coberta por uma série de grades, cada grade contendo
uma série de caixas de diferentes tamanhos (€) e orientagdes (g). A lacunaridade

média (/) foi obtida pela férmula 2:

A= ZZ[1+(I:T|;:):] /n

2)
Onde ¢ € o desvio padréo; y € o valor médio de pixels por caixa de lado ¢, n € 0

ndmero do tamanho das caixas na orientagdo g.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo expressos como média (+) desvio padrdo. A analise
estatistica foi realizada por meio do teste ndo paramétrico Mann-Whitney (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Ndo foram observadas alteracdes patoldgicas significativas nas imagens
pulmonares benignas. Na histologia pulmonar benigna foram identificados os tipos
celulares mais comuns: pneumacito alveolar tipo | e pneumdacito tipo II; Macréfagos
alveolares (células de poeira) também foram vistos, em quantidade e tamanho
normais. Vasos sanguineos e pequena quantidade de tecido conjuntivo estavam
presentes nos septos interalveolares com caracteristicas normais. Assim, nao foram
observadas alteracdes patoldgicas significativas nas imagens pulmonares benignas.
Diferentemente das imagens do carcinoma de células escamosas, onde foram
encontradas células epitelidides atipicas; nucleos pleomoérficos; eosinofilia
citoplasmatica; células queratinizadas, infiltrado leucocitario; escamas cérneas,

formacéo de pontes citoplasméaticas e areas de necrose (Figura 7).

Figura 7. Imagens microscopicas do tecido pulmonar benigno e carcinoma de células
escamosas. A) representa a microscopia do tecido pulmonar normal; B) representa a
microscopia do carcinoma de células escamosas do pulméao.

5.2 MORFOLOGIA QUANTITATIVA

Imagens segmentadas dos alvéolos pulmonares foram utilizadas para calcular
0s parametros apresentados na Tabela 1. Os parametros: taxa de proporcgao,
arredondamento e solidez ndo apresentaram diferencas estatisticas entre as laminas

histologicas de tecido benigno e Carcinoma Pulmonar de células escamosas. Porém,
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0s parametros de perimetro, numero de células, area e circularidade apresentaram

diferenca estatisticamente significativa (Tabela 1).

Tabela 1. Marcadores morfométricos aplicados a distribuicdo espacial do nucleo
celular em tecido pulmonar benigno humano (controle) e carcinoma de células
escamosas (SCC) utilizando o Image Dataset LC25000 (n = 200). Os resultados foram

expressos por média + desvio padrao.

Control SCC Z p
Namero de .
36.75+11.27 85.33 + 35.69 14.72 <0.0001
células
Area 1036.18 £ 397.01 2022.91 +990.64 12.71 <0.0001"
133161.82 + 190924.70 + .
Perimetro 1251 <0.0001
27066.03 51280.40
Circularidade 0.70 £ 0.05 0.65 + 0.06 8.37 <0.0001"
Taxa de
3 2020.72 +276.11 1970.49 +279.70 1.95 0.0603
proporcao
Arredondamento 0.57 +£0.05 0.58 + 0.06 1.04 0.2969
Solidez 0.91+0.02 0.88 +0.02 6.562 0.0601

Indica diferenca estatistica entre os grupos experimentais (p < 0.05)

As imagens segmentadas do pulméo apresentadas na Figura 8, demonstra a
segmentacgdo dos nucleos do tecido benigno e do carcinoma de células escamosas.
Onde, pode-se observar a quantidade aumentada de nucleos do carcinoma de células
escamosas quando comparado ao tecido benigno, além de uma intensa variacao de

sua forma e distribuicao espacial.
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Figura 8. (A e B) Microfotografias de tecido pulmonar benigno (controle), néo
segmentadas e segmentadas respectivamente. (C) Microfotografias de carcinoma de
células escamosas do pulméo e (D) sua imagem segmentada. Observe a variacédo
das segmentacdes binarias dos nucleos celulares no carcinoma de pulmédo para

analise automatizada.

5.3 DIMENSAO FRACTAL E LACUNARIDADE

A dimenséao fractal foi usada para avaliar a ocupacédo do espacgo pelos nucleos
das células; e a Lacunaridade, descreve a textura dos nucleos na imagem, com base
na distribuicdo e tamanho dos espacos vazios, as lacunas (Figura 9). Nessa linha,
obteve-se como resultado um aumento significativo da dimenséao fractal e uma
reducéo significativa da lacunaridade. Deste modo, se a lacunaridade for alta, significa

gue a estrutura possui maiores vazios.
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Figura 9. Dimenséo fractal (A) e lacunaridade (B) aplicadas a distribuicdo espacial
do nucleo celular em tecido pulmonar benigno humano (controle) e carcinoma de
célula escamosa (SCC) de pulméao usando o Image Dataset LC25000 (n = 200). Os
resultados foram expressos por média = desvio padrdo. *indica diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05).

6. DISCUSSAO

Fatores variados podem induzir danos ao tecido pulmonar saudavel e até
mesmo gerar condi¢cdes de cancer de pulmao, como o cancer de células escamosas
(Basumallik; Agarwall, 2022). Paralelamente, ao longo dos anos houve um avango na
automatizacdo da andlise de imagens microscOpicas, que busca fornecer aos
patologistas informacfes adicionais sobre processos patoldgicos indistinguiveis ao
olho humano (Melo et al., 2022).

Atualmente, bancos de dados sdo capazes de disponibilizar grande
guantidade de imagens de doencas para ampla utilizagdo no desenvolvimento de
métodos computacionais e inteligéncia artificial auxiliarem no diagndstico e tratamento
de doencgas (Adams et al., 2023; Borkowski et al., 2019A). Assim, buscando uma
abordagem né&o convencional através do uso de banco de dados que fornecem grande
guantidade de imagens microscopicas de casos de doencas com diferentes
caracteristicas e formas, o presente estudo mostrou a capacidade dos marcadores
morfométricos, tais como: dimensdo fractal, lacunaridade, nimero de células,
circularidade, area e perimetro em detectarem diferencas significativas em imagens
de SCC e tecido pulmonar benigno. Assim, em plena era da informacéo, estes
resultados podem servir como ferramentas para permitir avancos tecnolégicos no

desenvolvimento de maquinas e softwares que podem ser aplicados no sistema de
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saude para melhorar os procedimentos associados ao cancer de pulmao. Atualmente,
o desenvolvimento de maquinas, softwares e inteligéncia artificial ja séo realidade nos
servicos de saude (Cahan et al. Cimino, 2017 ; Molder et al., 2020; Adams et al., 2023),
inclusive auxiliando na reducédo de variagfes e discrepancias entre a diversidade de
microscoépios e formacgdes de patologistas ao redor do mundo (Cong et al., 2020).

Métodos assistidos por computador sdo descritos para diversas doencas,
entretanto, ndo foram encontrados estudos anteriores abordando métodos assistidos
por computador usando marcadores de formas complexas para detectar alteracdes
na distribuicdo espacial do nucleo celular do carcinoma de células escamosas do
pulmé&o humano.

O organismo humano, com toda sua variedade, caracteriza-se como ser
complexo, portanto, os métodos convencionais podem ndo ser suficientes para
descrever sua riqueza de caracteristicas. Muitas vezes, métodos matematicos
lineares ou euclidianos nédo sao suficientes para caracterizar adequadamente
determinados tipos de estruturas organicas e quantificar possiveis alteracées devido
a estados adversos, como doencas (Melo et al., 2022; Tenorio et al., 2017). Dessa
forma, a utilizagdo de métodos néo lineares como a analise fractal pode contribuir na
guantificacdo de alteracbes em estruturas do corpo humano, como a distribuicéo de
células no pulméo, as quais ndo podem ser descritas adequadamente através da
geometria euclidiana classica, que considera apenas retas, circulos, quadrados,
triangulos e espacos tridimensionais, como esferas, cubos e cilindros.

A dimensao fractal permite mensurar o qudo preenchido esta o espaco da
imagem ocupado pelas células pulmonares. Por possuir valores fracionarios, a
dimensédo fractal esta relacionada ao grau de complexidade e irregularidade da
imagem e quanto do espaco fisico da imagem ela ocupa entre as dimensdes, por
exemplo, a dimensé&o 2 do quadrado (altura e largura) e 3 do cubo (altura, largura e
profundidade). A dimenséo fractal vem sendo utilizadas para analisar a complexidade
estrutural de diversas estruturas biologicas, inclusive com aplicacbes na saude
humana (Ma et al., 2018). No entanto, até o0 momento, nenhum relato anterior foi
encontrado sobre o uso de métodos fractais para avaliar alteragbes na distribuicao
celular no tecido pulmonar benigno comparado ao SCC.

No mesmo caminho, a lacunaridade é um algoritmo que permite mensurar a
forma de estruturas complexas a partir da quantificacdo das lacunas existentes na

estrutura, assim, a lacunaridade também fornece informacdes sobre a complexidade
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estrutural dessa estrutura, quantificando a homogeneidade da imagem microscopica
(Tenorio et al.,, 2017; Melo et al., 2022). Alteracbes na distribuicdo espacial dos
nacleos celulares na microscopia do SCC também foram detectadas pelo método da
lacunaridade no presente estudo, e ndo foram encontrados relatos anteriores dessa

associacao.

7. CONCLUSAO

O desenvolvimento de métodos computacionais e inteligéncia artificial vém
crescendo rapidamente na area de saude, inclusive na patologia microscopica. Dessa
maneira, o0 presente trabalho demonstrou que os marcadores de forma: nimero de
células, circularidade, area e perimetro alteraram no SCC em comparagao ao controle.
Entretanto, o parametro taxa de proporcdo, arredondamento e solidez né&o
apresentaram diferencas estatisticas entre o SCC e o tecido benigno. A dimenséo
fractal e a lacunaridade dos nudcleos das células pulmonares também alteraram
estatisticamente no SCC em comparagao ao controle. Portanto, os marcadores de
formas complexas podem ser ferramentas acessiveis de baixo custo e eficientes para
a automatizacdo na identificacdo de padrées de forma relacionados ao céancer de
células escamosas do pulmao. Assim, estes métodos poderdo ser associados ao
desenvolvimento de maquinas e inteligéncia artificial para servir como primeiro ou
segundo analisador visando melhorar os procedimentos dos patologistas associados
ao SCC.

Vale ressaltar que a utilizacdo desses marcadores de forma para detectar o SCC
humano usando a distribuicdo espacial dos nucleos celulares ainda estd em fase
inicial de desenvolvimento, portanto, estudos adicionais devem ser realizados para
avaliar a eficiéncia destas ferramentas em diversas situacdes patologicas, clinicas e

laboratoriais associadas ao cancer de pulmdo humano e a outros tipos de cancer.
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