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Resumo

Com a possibilidade de se estender a classificagao de Bethesda também para os
laudos histologicos, consideramos neste trabalho alguns dos problemas mais im-
portantes ligados as lesdes relacionadas ao virus da Papilomatose Humana (VPH),
em particular a possibilidade de se estabelecer critérios para a definicao diagndstica
entre lesdes de alto e baixo grau. Comparamos caracteristicas citoldgicas e his-
tologicas de condigoes pré-cancerosas do colo uterino por meio de analise mor-
fométrica.

Cortes histologicos de 62 espécimes de bidpsias cervicais guiadas por colposcépio
foram estudadas. Os casos foram agrupados de acordo com o diagnéstico histo-
patolégico em trés grupos: normal (33 casos), Lesao Intraepitelial de baixo grau
(LIE-BG, 21 casos) e Lesao Escamosa Intraepitelial de alto grau (LIE-AG, 8 casos).
Foram criados dois programas DRAW e COUNTS, considerando os seguintes
parametros: area, perimetro, didmetro maximo e circularidade dos nucleos das
células nas lesdes, e a celularidade da camada superficial do epitélio cervical.
Apo6s as medicoes das células de interesse, os resultados eram submetidos a
analise estatistica multivariada, e computada a probabilidade posterior para confirmar
a homogeneidade dos casos dentro do grupo diagndstico. Area e celularidade
parecem ser 0s parametros mais confidveis. Apenas seis casos apresentaram a
probabilidade posterior abaixo de 0,975. Os procedimentos morfométricos deram
pleno suporte a distingao entre tecido escamoso normal, LIE-BG e LIE-AG.
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Introducao

As classificagdes cito-histolégicas para as con-
dicbes pré-cancerosas do colo uterino incluem ter-
mos como: displasia, neoplasia epitelial cervical
(NIC) e lesbes escamosas intraepiteliais, estas Ul-
timas descritas como a Classificagao de Bethesda.

O condiloma cervical tem sido reconhecido ja
ha bastante tempo como uma doenga sexualmente
transmissivel, causada pelo virus da Papilomatose
Humana (VPH). De outro lado, sido recentes os

dados de pesquisas epidemioldgicas, clinicas e de
biologia molecular, implicando as infeccoes pelo
VPH com displasia e cancer do colo uterino®.
Os subtipos 6 e 11 do VPH sao conhecidos por
causarem condilomas ou verrugas no perineo, vul-
va, vagina ou no colo uterino. Os subtipos 16, 18,
31, 33, 35 e 51 também podem causar verrugas,
mas eles tém mostrado por meio de técnicas de
hibridizacdo do DNA que podem se integrar ao
DNA do nucleo de células displasticas e do carci-
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noma cervical uterino. Estes subtipos de VPH pos-
suem um risco aumentado para carcinoma cervical,
enquanto os subtipos 6 e 11 sdo considerados de
menor risco®3).

A fim de avaliar esta nova situagao, o National
Cancer Institute dos Estados Unidos prop6s a cha-
mada Classificacdo de Bethesda (The Bethesda
System) que tem algumas vantagens sobre outros
sistemas de classificacao citologica; por exemplo,
a eliminacéo da classificacao por classes numeri-
cas, a avaliagdo da adequagado da amostra e o
uso de termos diagnosticos mais precisos. As le-
sOes escamosas intraepiteliais de baixo grau (LIE-
BG) incluem alteragdes citologicas associadas ao
VPH (coilocitose) e NIC |, enquanto as lesoes es-
camosas intraepiteliais de alto grau (LIE-AG) in-
cluem as antigas NIC Il e llI).

Algumas criticas foram levantadas tanto por cli-
nicos quanto por patologistas, e estas incluem o
potencial de diagnosticar-se coilocitose como lesao
pré-maligna (promovida a lesao a classe das lesoes
pré-malignas), tipagem desnecessaria do subtipo
do VPH, tratamento excessivo (colposcopia e bidp-
sia), e ha também o fato que esta terminologia
nao foi testada®.

Este estudo concerne estes problemas do ponto
de vista morfométrico®. Com a possibilidade de
se estender a classificacdo de Bethesda também
para os laudos da histologia, tivemos por objetivo
estudar as possibilidades de se definir um limiar
entre lesdes de alto e de baixo grau objetivamente
por meio de estudos morfométricos(.

Material e métodos

Estudamos laminas de 62 bidpsias do colo ute-
rino, guiadas por colposcépio, usando a analise
morfométrica computadorizada.

Todos os casos estudados eram provenientes
da clinica de colposcopia do Mount Sinai Hospital,
como diagndstico citoldgico prévio de condiloma
ou displasia. As amostras eram fixadas em alcool,
cortadas em fatias de 10 um de espessura, mon-
tadas sobre uma lamina de vidro e coradas com
hematoxilina e eosina.

Cada lamina foi revista por no minimo dois pa-
tologistas, que concordaram na classificagcao his-
tologica como: tecido escamoso normal, condiloma,
NIC I, NIC Il e NIC Ill. Subseqtientemente, condi-
loma e NIC | foram reclassificados como LIE-BG,
e NIC Il e Il como LIE-AG.

O critério para o diagndstico histolégico de condi-
lomas foi a presenca de coilocitosis, células atipicas
com halo perinuclear e nucleo aumentado e irre-
gularidade, disqueratose ou queratinizagao celular
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individual e bi ou multinucleagdo em células su-
perficiais e intermediarias.

Os critérios usados para definir NIC foram a
perda de maturacao celular, perda da polaridade
epitelial, desarranjo das camadas epiteliais e ceé-
lulas displasticas, representadas por aumento da
relagdo do indice nucleo/citoplasmatico, presenca
de nucléolos proeminentes, agrupamento cromati-
nico e figuras de mitose normais e anormais.

NIC | corresponde a células displasticas confi-
nadas ao tergo inferior do epitélio cervical, NIC I
corresponde a células displasticas confinadas aos
dois tercos inferiores do epitélio cervical, e em NIC
Il as células displasticas excedem os dois tercos
inferiores da espessura do epitélio.

Estudamos a camada mais externa do epitélio
ou superficial, a qual frequientemente se caracteriza
por células maiores, devido ao abundante citoplas-
ma e nucleos picnoticos (enrrugados e cromoden-
S0S).

Evitamos a medicao de celulas queratinizadas.
Os casos eram entao divididos entre trés grupos
de acordo com o seu diagnéstico histolégico: 33
casos normais, 21 casos LIE-BG e 8 casos LIE-AG.

Equipamento e procedimentos
computadorizados

Para este estudo foi construido um sistema de
analise de imagens, juntado ao redor de uma caixa
de expansao que contém um microcomputador mul-
ti bus Intel-310/7, baseado sobre um microproces-
sador de 16-bit 80286 microprocessor € um co-
processador matematico 80287 (Intel, Phoenix, AZ)
com placas adicionais para o processamento de
imagens (Imaging Technology, Woburn, MA), par-
ticularmente processador analégico AP-512 e a
frame buffers FP-512.

A imagem era gerada por uma camera colorida
(Sony), instalada sobre um microscopio otico (Ni-
kon). Com propositos de qualidade, a imagem é
visualizada por meio de um monitor colorido de
alta resolucéao, no entanto o periférico interativo €
uma tela sensivel ao toque, colocada sobre uma
tela de video monocromatica de 13 polegadas.

O usuario faz os tragcados dos nucleos sobre a
tela sensivel ao toque, imediatamente sobre a figura
em tempo real. O processamento adicional & auto-
matico. O sistema funciona em MS-DOS (Microsoft)
e é programado tanto em FORTRAN 77 ou C®19,

Para este estudo usamos dois programas de
morfometria diferentes, DRAW e COUNTS.

DRAW foi usado para extrair descritores dos
perfis nucleares tragados. O computador processa
o tracado e calcula o perimetro, a area, diametro
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Tabela 1 — Parametros analisados por andlise multivariada a partir de 62 bidpsias cervicais.

Classificagao

Descritor Normal LIE-BG LIE-AG
Média (DP) Média (DP)

Perimetro 21,27 (3,2) 23,96 (4,29) 26,28 (5,32)
Area 31,71 (11,08) 39,5 (14,37) 50,43 (22,04)
Didmetro méximo 8,04 (1,09) 9,14 (1,82) 9,77 (1,94)
Circularidade 19,44 (3,37) 21,14 (3,83) 24,16 (5,32)
Fator de circularidade 1,10 (0,05) 1,13 (0,07) 1,09 (0,03)
Celularidade (x1000) 2,43 (1,18) 2,88 (1,51) 4,14 (4,06)

Onde: LIE é lesao escamosa intraepitelial, BG é baixo grau, AG € alto grau, DP é desvio padrao.

maximo e o fator de circularidade de cada nucleo
selecionado expresso em um. Medimos 25 nucleos
da camada superficial de cada lamina. O aumento
microscopico foi de 100x na objetiva e 10 vezes
na ocular, com 6leo de imersao.

COUNTS3 foi usado para se contar o numero de
nucleos de 2 a 4 campos microscopicos diferentes
da camada superficial do epitélio, e os resultados
eram expressos em nucleos por um?2. Este proce-
dimento consistiu em se tragar primeiramente a
membrana basal da area de interesse e, dentro
da éarea tragada, apontar todos os nucleos. O com-
putador entao calculava a extensao da membrana
basal, o nimero de nucleos tocados, numa fragao
que resultava no que chamamos de indice de ce-
lularidade. Para o COUNT3 usamos objetivas mi-
croscopicas de 20x e ocular de 10x.

Depois das mensuragdes, o computador calcu-
lava a média e o desvio padrao da média para
cada parametro de cada caso em particular.

A fim de avaliar os dados, foi usado um pacote
comercial de analise multivariada de multiplos des-
critores (Houston, TX). O computador avaliava cada
caso considerando todos os descritores contra to-
dos os grupos disponiveis e entao determinava a
probabilidade posterior.

Esta nao é uma técnica classificatoria. Ao contra-
rio, ela determina se a classificagao feita pelo pa-
tologista poderia ser reproduzida pelo instrumental
na base dos descritores morfométricos.

Uma probabilidade posterior maior significa que
aquele caso em particular tem uma alta similaridade
com 0s outros casos no mesmo grupo. Veja que
os grupos sao formados pelo patologista e a proba-
bilidade posterior € apenas uma avaliagédo a pos-
teriori da homogeneidade interna dos grupos.

Resultados

O exame preliminar dos resultados sugere que
os dados mais representativos provinham da ca-
mada superficial do epitélio, portanto, conduzimos
nossos estudos nesta camada para a analise esta-
tistica. Os dados provenientes das camadas mais
baixas do epitélio (basal, parabasal e intermediaria)
foram menos bem sucedidos em discriminar entre
0S grupos.

A tabela 1 mostra os descritores nucleares para
perimetro, area, diametro maximo, circularidade,
fator de circularidade e celularidade na camada
superficial.

Ai podemos ver que os melhores discriminantes
morfométricos pareceram ser o indice de celulari-
dade e a area dos perfis nucleares, salientando
as maiores diferengas entre os grupos.

A partir dos tecidos normal até LIE-AG, parece
haver uma tendéncia para um aumento nos valores
médios de todos os parametros, mostrando por
exemplo que a area nuclear € maior para LIE-AG
do que para LIE-BG, e que, por sua vez, LIE-BG
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Tabela 2 — Probabilidade posterior e diagnéstico histoldégico em 62 laminas de biépsias do colo uterino.
Probabilidade posterior

Diagnéstico histolégico Normal LIE-BG LIE-AG Diagnéstico preditivo
Normal 0,996 0 0,004 Normal
Normal 0,998 0 0,002 Normal
Normal 0,998 0,002 0 Normal
Normal 0,965 0,032 0,003 Normal
Normal 0,988 0,001 0,011 Normal
Normal 0,896 0,104 0 Normal
Normal 0,996 0 0,004 Normal
Normal 0,993 0,002 0,005 Normal
Normal 0,993 0,002 0,005 Normal
Normal 0,999 0 0,001 Normal
Normal 0,999 0 0,001 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
Normal 1 0 0 Normal
LIE-BG 0 0,974 0,026 LIE-BG
LIE-BG 0 0,996 0,004 LIE-BG
LIE-BG 0,003 0,994 0,003 LIE-BG
LIE-BG 0,136 0,859 0,005 LIE-BG
LIE-BG 0 0,999 0,001 LIE-BG
LIE-BG 0,001 0,999 0 LIE-BG
LIE-BG 0 0,919 0,281 LIE-BG
LIE-BG 0,002 0,998 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-BG 0 1 0 LIE-BG
LIE-AG 0 0,002 0,998 LIE-AG
LIE-AG 0 0,01 0,99 LIE-AG
LIE-AG 0,017 0,118 0,865 LIE-AG
LIE-AG 0,03 0,002 0,968 LIE-AG
LIE-AG 0 0 1 LIE-AG
LIE-AG 0 0 1 LIE-AG
LIE-AG 0 0 1 LIE-AG
LIE-AG 0 0 1 LIE-AG

Onde: LIE é lesao intraepitelial escamosa, BG é baixo grau, AG é alto grau.
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tem a média de area nuclear maior do que a area
nuclear de células normais.

A tabela 2 mostra a probabilidade posterior e
os diagndsticos preditivos e histolégicos para todos
os casos estudados.

A probabilidade posterior de quase todos os
casos foi maior do que 0,975 (exceto seis casos).

Note que a classificacao estatistica multivariada
nao depende de significancia estatistica, justamen-
te pelo termo comumente aceito em anadlise de
variancia, € multivariado. Um fator que é critico
para se definir as diferencas entre dois grupos
pode ser notado para um terceiro. Devido a sua
natureza, estatisticas da variancia nao sdo com-
pativeis com a classificagdo de casos individuais.

Discussao

A necessidade de normatizacao para os laudos
histologicos, que levem em conta o papel do VPH
e suas lesoes correlatas, € notérial™. Uma opgao
poderia ser a adogcao da classificagao citologica
de Bethesda também para os relatos histologicos.

Desde seu langcamento, esperava-se que a clas-
sificacdo de Bethesda fosse uma evolugcao que
respondesse ao progresso no entendimento da
neoplasia cervical e as necessidades cambiantes
de clinicos e citopatologistas.

Os defensores da classificacao de Bethesda
advogam que os méritos deste sistema seriam: 1)
a eliminacao da designacao numérica de Papani-
colaou; 2) a avaliagao da adequacao da amostra,
como parte integral do relatorio diagnéstico, e 3)
o uso de termos diagndsticos precisos para facilitar
a comunicacgao clara entre citopatologistas e clini-
cos®,

Entretanto, a relevancia da classificagao de Be-
thesda tem sido contestada. Em um estudo pros-
pectivo de 10 anos, de 528 mulheres com lesdes
VPH/DNA, Syrjanen e colaboradores estabelece-
ram que, “apesar dos objetivos definitivamente po-
sitivos, as desvantagens da classificagdo de Be-
thesda superariam suas vantagens, devido ao fato
de que a simplificacao da classificagao em dois
graus, mais do que na de trés, como & na termi-
nologia da NIC, inevitavelmente levaria a perda
significativa de valorosa informagao diagnodstica e
prognostica, aumentando o risco do paciente ser
tratado desnecessariamente”('),

Nosso estudo mostra que os procedimentos
morfométricos da camada superficial discriminam
bem entre os graus da classificacao de Bethesda,
portanto sustentando sua validade objetiva.

O estudo também demonstrou a acurécia de
um diagnostico automatizado em tecidos cervicais,
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tendo como base a classificacdo de Bethesda. O
desenvolvimento da analise de imagens computa-
dorizadas permitira um melhor uso da morfometria
no controle e avaliagdo das lesdes cervicais pré-
cancerosas.
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Summary

Because of the possibility of extending the
Bethesda System to histologic reports, we consider
in this morphometric study some of main issues
involved in the HPV-related lesions, in particular
the possibility of establishing a cut of between low
and high-grade lesions. We compared histological
and cytological features of cervical precancerous
conditions by morphometric analysis.

Histologic sections from 62 colposcopically
guided biopsies of the cervix were studied by com-
puterized morphometry. The cases had been
grouped according to the subjective diagnosis into
three groups: normal (33 cases), Squamous In-
traepithelial Lesions — Low Grade (SIL-LG, 21
cases), and Squamous Intraepithelial Lesions —
High Grade (SIL-HG, 8 cases).

We carried out our study using programs called
DRAW and COUNTS3, that considers the following
parameters: area, length, maximum chord, round-
ness, of the nuclei of cells in the lesion, and celul-
larity, from the outer layer of cervical epithelium
(superficial).

After measuremens of the cells of interest, we
analyzed the results by multivariate analysis and
computed posterior probabilities to confirm the
homogeneity of the cases in the diagnostic groups.
Area and cellularity seem to be the most reliable
parameters. The posterior probability of all but six
cases were higher than 0.975. Morphometric pro-
cedures fully support the distinction among normal
squamous tissue, SIL-LG and SIL-HG.
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