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1 RESUMO

As diversas tentativas de estadiamento diagndstico das displasias epiteliais da cavidade oral
apresentam fraca correlagdo com o curso clinico dessas doencas, 0 que torna sua utilizagao
pouco util. Consequentemente, surge a necessidade da busca por novos métodos preditores de
evolucao de tais condi¢des, as quais devem ser antes testadas segundo sua acuracia e precisao.
Para tornar pertinente uma nova estratégia diagnédstica, ela deve apresentar validade — bons
resultados quando comparada a um padrdo-ouro — e reprodutibilidade — consisténcia em
diferentes observagdes, com pouca variabilidade. No entanto, um novo exame proposto para tais
lesdes da mucosa oral € impossivel de ser comparado a um padréao-ouro, justamente porque 0s
critérios subjetivos atuais apresentam alta variabilidade interobservador (expressa por um baixo
indice kappa). Portanto, visamos produzir um método objetivo que, além de evitar essa
subjetividade do examinador, seja capaz de descrever o processo patolégico. Os tradicionais
estudos de correlagao estatistica ja apontam para a forte associagdo entre a invasao local e a
malignidade dos tecidos neoplasicos da mucosa oral, sugerindo que as células da borda tumoral
tenham comportamento mais agressivo em relagdo ao resto da massa cancerosa. Essa
constatacdo é explicada pelo maior aporte nutricional da borda tumoral, posto que o tecido
epitelial avascular é alimentado através da difusdo pelos capilares do conjuntivo subjacente. O
processo de invasao local pode ser acessado pela tortuosidade da linha de interface entre epitélio
e estroma, e a ciéncia exata que descreve a rugosidade das formas irregulares da natureza é a
Geometria Fractal. A partir disso, aplicamos o método de contagem de caixas as linhas de
interface entre epitélio e estroma, as quais foram tragcadas manualmente a partir de imagens
obtidas de bidpsias da cavidade oral realizadas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Parana, coradas por hematoxilina e eosina. Calculamos a dimensao fractal dessas linhas de
interface, baseados no preceito de que uma dimensao maior quantifica uma maior tortuosidade,
demonstrando morfometricamente sua maior invasao local. Os resultados obtidos apontam para
um incremento da dimensao acompanhando a agressividade no diagnéstico histopatolégico, com
valores comparaveis aos encontrados em literatura. O método mostra-se eficiente em auxiliar o
patologista na sua compreensao fisiopatoldgica da malignidade do tecido observado, mas outras
ferramentas devem ser desenvolvidas. A lacunaridade dessas imagens fractais, por exemplo, é
tdo relevante em sua caracterizacdo quanto a sua propria dimensdo. Apontamos assim para a
geracdo de mais uma ferramenta de andlise de textura: um novo método de calculo de
lacunaridade de linhas tortuosas (com dimensao entre um e dois) variante do gliding box —
originalmente descrito para imagens descontinuas — e que batizamos gliding yardstick.



2 OBJETIVOS

O objetivo inicial da presente pesquisa é a descrigdo dos fendbmenos biolégicos a partir de
ciéncias nao-lineares, capazes de modelar a complexidade tanto estrutural quanto funcional
observada em todo fendmeno natural, especialmente nos seres vivos. Logo, esse projeto tem por
ideal a integragao interdisciplinar das Ciéncias Exatas as Ciéncias da Saude, apropriando-se dos
conhecimentos da Geometria Fractal para caracterizar o processo de carcinogénese.

Para tal, estudamos — em cooperagdo com o Departamento de Matematica — os
fundamentos tedricos dos fractais, partindo de modelos bem descritos no corpo humano, como a
estrutura fractal do glicogénio. Posteriormente, aplicamos essa descricdo morfométrica ao
processo de invasao local de tumores da cavidade oral. Esse modelo de cancer foi eleito porque,
além da sabida relacdo da sua agressividade a infiltragdo aos tecidos adjacentes, ele apresenta
de forma distinta a interface entre a neoplasia (tecido epitelial em proliferacao) e o estroma (tecido
conjuntivo que fornece o aporte nutricional). Sua utilidade também ganha importancia pelo fato de
que o comportamento das displasias da mucosa oral permanece até os dias atuais fracamente
correlacionado aos correntes estadiamentos progndsticos. Visando aplicar o método ao modelo
biolégico de carcinogénese utilizamos como principio a correspondéncia entre o aumento da
dimensao fractal da borda de avanco ou de invasdo tumoral dessas lesbes e seu estadiamento
histopatolégico. Desse modo, a anadlise morfoldgica feita de modo subjetivo passa a ser realizada
de forma quantitativa, permitindo uma maior profundidade do entendimento evolutivo das lesdes
teciduais, bem como uma analise comparativa mais acurada dos dados.

Com essa proposta, foi desenvolvido um programa computacional que opera na plataforma
Visual Basic 5.0°, capaz de determinar, a partir do método de contagem de caixas, a dimensao
fractal das linhas de interface tumor-estroma obtidas em biépsias de mucosa oral. Essas imagens
foram coletadas apds extensivo levantamento de casos registrados no Servico de Anatomia
Patolégica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, os quais foram submetidos
a revisao sistematica e devidamente classificados de acordo com o diagnéstico histopatoldgico.

Portanto, pretendemos com esse trabalho a correlacdo da dimensao fractal encontrada
nessas imagens com a classificagdo diagnéstica dos casos, demonstrando, por conseguinte, a
viabilidade cientifica do método. Da mesma maneira, buscamos quantificar o grau de doencga
apresentado por cada paciente, diferenciando-os dos demais casos dentro de um mesmo grupo
diagnostico. Assim, imaginamos que a caracterizacido da tortuosidade da borda tumoral se
constitua num parametro progndstico complementar as tradicionais classificacbes diagnésticas,
pois é gerado para cada individuo e de forma isenta das variagdes subjetivas de interpretacéo.

Por fim, gostariamos que nossa atividade fosse acima de tudo um espago de integracédo e
divulgagao cientifica, dado o pioneirismo do projeto e o grau de cooperagdo entre areas

aparentemente tao distantes: os niumeros e os seres humanos.



3 INTRODUGAO

Muitos dos recursos diagndsticos empregados na pratica médica sao baseados em
técnicas de imageamento. Embora esses métodos tenham passado por profundas transformacgoes
— fruto da crescente revolugédo tecnologica na geragao e tratamento de imagens —, o papel do
meédico como intérprete final desses dados permanece intacto. Entretanto, esse fato submete a
analise diagndstica as variagbes subjetivas de cada examinador, 0 que gera a possibilidade de
diferentes interpretagdes para um mesmo conjunto de dados e dificulta a extragdo de informacoes
prognaosticas consistentes.

Um grande exemplo dessa dificuldade sdo as classificacdes diagndsticas das lesdes
neoplasicas da mucosa oral. Nessa doenga, mesmo 0s principais parametros de avaliagéo
(comprometimento linfonodal, invasao perineural, doenga multifocal ou in situ, pleomorfismo, entre
outros) ndo se mostram Uteis na previsdo do comportamento clinico. Tanto que mesmo nos dias
atuais ainda surgem tentativas de criar novos métodos de estadiamento, mas muitas delas o
fazem com embasamento puramente estatistico e subordinadas ao viés da variabilidade na
interpretacdo humana. Isso sugere a necessidade de novos descritores de tais lesdes, os quais,
para serem representativos, deverdo ter sua precisdo aferida segundo sua validade e
reprodutibilidade. A validade se relaciona com o quanto seus dados se relacionam
verdadeiramente com a situagao de interesse, o que é demonstrado comparando-se a um padrao-
ouro — tido como a representacdo mais proxima da verdade. Por sua vez, a reprodutibilidade
expde como esses dados se mantém em repetidas afericdes de um mesmo caso, isto &, reflete a
variabilidade interobservador. Porém, ndao ha até o momento um método que possa ser digno do
titulo padrao-ouro no diagnéstico dessas neoplasias orais. Esses estadiamentos histopatoldgicos,
gerados por correlagao estatistica — expressdo maxima da Medicina Baseada em Evidéncias —
sao fracos preditores de comportamento justamente devido a variabilidade das interpretaces.

Uma forma elegante de demonstrar esse viés € a aplicacdo da estatistica kappa (k) aos
diferentes métodos diagndsticos. Esse coeficiente ou indice, expresso pela equagao abaixo, é
capaz de demonstrar o grau de concordancia entre os observadores acerca de uma mesma

imagem ou conjunto de dados.

P(A) - P(E)

- 1
“ 1 - P(E) ()

Na formula, P(A) é a propor¢cao de concordancia encontrada entre os observadores —
agreement — e P(E) é a proporgao de concordancia que seria esperada ao acaso — expected by
chance —, como se o diagnoéstico fosse definido sem base em critério algum. Apenas para ilustrar,
podemos imaginar dois radiologistas que analisam as mesmas imagens de raio-X toracico,

concluindo se ha ou ndo ha evidéncias de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (tabela 1):



Examinador B

Examinador A ICC Sem ICC Total
ICC 20 12 32
Sem ICC 8 60 68
Total 28 72 100

Tabela 1. Exemplo de divergéncia diagnostica entre dois observadores.

Nesse exemplo, percebemos que a propor¢cdo de concordancia interobservador P(A) é
igual a 0.8 (os examinadores A e B concordaram no diagnéstico de 20 pacientes com ICC e de 60
pacientes sem ICC, do total de 100 casos), enquanto a probabilidade de concordancia ao acaso
P(E) é igual a 0.5 (ja que s6 ha dois diagndsticos possiveis — com ou sem ICC —, a probabilidade
de os dois examinadores concordarem ¢é igual a 50%: para cada diagnéstico que um da, o outro
tem teoricamente uma chance em duas de concluir pelo mesmo diagnéstico). Calculando o indice

kappa a partir da férmula, temos:

0.8-0.5
KE — =06 (2)
1-05

O calculo do coeficiente kappa nos fornece um valor adimensional, cuja interpretacao se
da sempre com valores oscilando até um. Se o diagndstico for muito consistente € o grau de
concordancia entre os observadores for maximo (P(A) = 1), o numerador na equagao (1) se iguala
ao denominador [P(A) — P(E) = 1 — P(E)], resultando dessa divisdo um indice kappa igual a um.
Porém, quanto pior for a qualidade do diagndstico, a propor¢cdo de concordancia entre os
observadores P(A) devera se aproximar daquela encontrada ao acaso. Nesse caso, P(A) = P(E),
fazendo a subtracdo no numerador tender a zero e, por conseguinte, o indice kappa também
tendera a zero. Num caso extremo, em que o grau de concordancia seja menor até mesmo que a
esperada ao acaso, teremos o numerador negativo, ja que P(A) < P(E), do que resultaria um
kappa negativo.

Além disso, vale ressaltar que o indice kappa é extremamente sensivel ao nimero de
categorias diagndsticas. Isso quer dizer que uma proporgédo de concordancia diagnéstica P(A) de
80%, por exemplo, serd interpretada de modo diferente se houver duas ou dez categorias
diferentes. Isso porque, se houvesse dez possibilidades diagnosticas, a probabilidade de
concordancia ao acaso P(E) cairia de 50% para apenas 10%, elevando o indice kappa de 0.6 para
0.78 [(0.8 — 0.1)/(1 — 0.1)]. Ou seja, se ha mais categorias diagndsticas — e por isso menos chance
de concordancia ao acaso —, a concordancia é mais valorizada, incrementando o indice kappa.

Contudo, ha ainda varias formas de refinar a medida kappa para os processos

diagnosticos. Isso porque existem muitas outras variaveis envolvidas quando se estuda essas
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probabilidades; um exemplo que podemos demonstrar, a partir do modelo descrito anteriormente,
€ a variacao do valor kappa em func¢ao da prevaléncia de resultados positivos e negativos.

No modelo de interpretacdo da insuficiéncia cardiaca congestiva, percebemos que a
prevaléncia de exames positivos € bem menor que a de exames negativos; logo, é valido
descrever qual foi o grau de concordancia entre os observadores em relagdo aos individuos
enfermos. Isso porque a interpretagcdo do exame também é influenciada pela prevaléncia da
doencga: sabendo que uma moléstia € pouco prevalente, o examinador adota uma estratégia de
interpretacdo em que, no caso de duvida diagnostica, ele tende a considerar o exame como
normal. Desse modo, enquanto a propor¢ao de concordancia entre os examinadores P(A) foi de
80% em relagcéo a todos os exames, percebemos que esse indice foi menor quando nos detemos
apenas aos individuos afetados. Chamaremos de Py, a proporgdo de concordancia para os
exames positivos, que é a soma dos exames concordantes do examinador A e do examinador B

dividido pela soma de todos os exames positivos de A e de B:

20 + 20
Ppos = ~0.67 (3)
(20 + 8) + (20 + 12)

Chegamos, conseqlientemente, a uma nova propor¢ao de concordancia de 67% para os
exames positivos, menor que a observada para o total de exames. De forma analoga, poderia ser
feito o mesmo procedimento para os casos negativos (Pneg), €, de forma semelhante, inumeras
outras ferramentas podem ser desdobradas a partir do conceito do grau de concordancia.

Apesar dos trabalhos cientificos de revisdo que mostram a existéncia de publicagdes com
indices kappa menores que 0.40, é claro que esses achados devem ser interpretados com
parciménia. O indice kappa é capaz de mostrar se ha concordancia entre os diagndsticos, mas
claramente nao entra no mérito do acerto ou erro diagnéstico, isto é, a acuracia. Se um grupo de
examinadores erra sistematicamente em suas impressdes, mas o fazem de modo semelhante, a
qualidade da informagao que fornecem é certamente duvidosa, muito embora apresentem um alto
valor kappa. Todavia, mesmo que altos valores kappa n&o necessariamente descrevam boas
estratégias diagndsticas, valores baixos de concordancia provavelmente revelam a pobreza de um
dado método.

No caso especifico das neoplasias epiteliais da cavidade oral, os coeficientes kappa
encontrados em literatura sdo desencorajadores, conforme seria de se esperar pela ja sabida
fraqueza de correlagao dos diagnésticos com o comportamento biolégico dessas doencgas. Seus
valores oscilam na faixa de 0.17 a 0.33, quando sdo considerados trés niveis de graduacgéo de
displasia (Leve — Moderada — Severa), e de 0.27 a 0.34 quando séo considerados apenas dois
niveis (Baixa — Alta). A interpretagcao dos valores kappa para aferir a qualidade de um determinado

método diagndstico encontra-se expressa no modelo abaixo (tabela 2):



Forga da concordancia

Valor kappa sobre o acaso
<0 Pobre

0-0.20 Discreta
0.21-0.40 Razoavel
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Substancial
0.81-1.00 Quase perfeita

Tabela 2. Interpretacao da for¢ca da concordancia sobre o acaso.

Percebe-se, a partir do exposto acima, que o exercicio diagndstico em Medicina — mesmo
quando baseado em métodos complementares, intuitivamente considerados mais precisos — esta
sujeito a inumeras influéncias alheias ao exame per se, fruto justamente da subjetividade do
examinador. Em Anatomia Patoldgica, ciéncia de imageamento por exceléncia, uma tentativa de
diminuir essa variabilidade interobservador (expressa entao pelo indice kappa) é a categorizagéo
diagnéstica, em vez da mera descricao histopatolégica. Desse modo, criam-se no vocabulario
médico as escalas de graduagao de doengas, como as famosas cruzes (doente +, ++ ou +++),
entre outros inumeros exemplos. No entanto, essa verdadeira crucificagdo diagnostica também
esta longe de ser a solucdo derradeira, conforme ja demonstrado para as neoplasias da mucosa
oral. Isso porque esses grupos diagnésticos também nao serdo homogéneos — muito embora a
homogeneizagao fosse a meta final dessa estratégia. Além de agrupar sob um mesmo rétulo
individuos que nao sao idénticos, surgem com isso as chamadas zonas cinzentas, representadas
por aqueles casos intermediarios, de dificil classificagao dentro da graduagéo estabelecida. E é
claro que se torna impossivel criar mais grupos (como uma cruz e meia quando se sugere um
grau de doenca entre + e ++), ja que essas escalas serdo sempre discretas, nunca continuas.

Parece licita, a partir dessa discussdo, a busca de métodos complementares ao
diagnostico humano que sejam capazes de gerar parédmetros objetivos, apropriados na
quantificagdo do grau de saude ou doencga de cada paciente. Essa solugdo mostra-se capaz de
fugir da categorizacao diagnéstica, pois fornecendo dados continuos acaba com o surgimento das
zonas cinzentas, fruto justamente da categorizacdo. Do mesmo modo, tal tecnologia geraria
informacdes que nao estdo subordinadas a individualidade do examinador, resolvendo a questao
subjetiva da variabilidade interobservador. Com esse objetivo delimitado, buscamos com a
presente pesquisa a aplicacdo da Geometria Fractal — ciéncia exata que trata das formas
irregulares encontradas na natureza — a interpretacdo de imagens em Anatomia Patoldgica, dada
a complexidade das estruturas bioldgicas tanto na saude quanto nos processos patoldgicos.
Usando como modelo as lesdes epiteliais da mucosa oral, pretendemos construir ferramentas
morfométricas capazes de gerar pardmetros objetivos aplicaveis tanto a descricao fisiopatolégica

do processo de carcinogénese quanto a graduag¢ao da malignidade dos tecidos estudados.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As famosas aberracbes matematicas — figuras altamente complexas e inusitadas geradas
por processos iterativos simples — datam modernamente de cerca de um século atras, quando
JULIA (1918) e FATOU (1919) apresentaram suas iteragdes com numeros complexos. Porém, foi
apenas com MANDELBROT (1975) que a Geometria Fractal de fato nasceu como corpo de
ciéncia, sob sua obra LES OBJETS FRACTALS: FORME, HASARD ET DIMENSION. A partir
desse ponto essa ciéncia teve sua pedra fundamental construida de forma sdlida, e suas multiplas
aplicagbes cresceram enormemente desde entdo, até que esbarrasse na Medicina. Ja na obra
original de MANDELBROT (1975) ha referéncias a correlagéo de objetos fractais com a arquitetura
de certas partes do organismo (o proprio Benoit Mandelbrot lecionou fisiologia na Einstein School
of Medicine). Ele cita, por exemplo, o padrao arborescente da arvore traqueobrénquica ou a
complexa morfologia da rede vascular como modelos que lembram fractais, sugerindo
reconstrucdes matematicas que remetem com certa propriedade as fungdes dessas estruturas.

Conforme nos trazem MELENDEZ et al (1999), poderiamos postular que objetos fractais
sdo estruturas complexas construidas usando-se pouquissima informacao; portanto, ttm como
caracteristica a propriedade de apresentar fungao otimizada (constroem-se estruturas complexas
economizando-se informagdo). Os exemplos classicos da obra original de MANDELBROT (1975)
sao retomados, como a estrutura alveolar pulmonar e a rede capilar, para demonstrar esses ideais
de funcionalidade dos fractais nos seres vivos. Porém, fica também clara uma distingdo entre o
que é denominado nesse artigo como duas classes de fractais encontrados na natureza: os
fractais Uteis e os fractais curiosos. Uma membrana celular, por exemplo, se submetida ao método
de contagem de caixas, apresentara dimensao fractal; entretanto, segundo GOLDBERGER et al
(1990) isso € um mero achado. Afinal, essa propriedade é simples fruto da fluidez da membrana:
uma membrana plasmatica ndo € mais eficiente na sua fungao bioldgica por ser um fractal (alias,
pelas propriedades fisico-quimicas da membrana plasmatica, ndo ha modo de se obter uma que
nao seja um fractal). E, dessa forma, um fractal curioso. Nesse mesmo artigo, por sua vez,
chama-se a atencado para os fractais uteis, ou seja, aqueles que podem ser modelados em
computador, através de processos recursivos simples, e que determinam uma funcao bioldgica
otimizada por essa propriedade. Nesse artigo, demonstram-se com maestria as propriedades de
objeto fractal da molécula do glicogénio, o primeiro exemplo a ser descrito com tantas dessas
propriedades (auto-referéncia, auto-similaridade e dimensao fractal). Mostra-se, no funcionamento
normal do corpo humano, o quanto a fungdo de armazenamento de energia rapidamente
mobilizavel é otimizada por essas propriedades descritas no glicogénio.

Comegando com o saudavel e buscando o patologico, BAISH e JAIN (2000) demonstram a
correlacédo entre incremento de dimensao fractal e evolugao de redes capilares para o estado de
cancer. Assim como pretendemos, essa obra irrefutavelmente mostra uma aplicacao

absolutamente viavel dos métodos de determinagdo de dimensao fractal num contexto no qual a



subjetividade gera entraves cientificos. Buscando métodos computacionais de obter parametros
objetivos para comparagao de imagens — principios esses aplicados pela Morfometria — consegue-
se distinguir claramente através do parametro dimenséo fractal a rede capilar de tecido normal e
de tecido tumoral, gerando-se mais uma ferramenta que pode melhorar o diagnéstico e o
prognéstico num cancer, bem como permite a instituicdo de um tratamento mais refinado e um
acompanhamento da evolugdo e/ou regressdo do tumor de modo mais acurado. Ainda nesse
mesmo trabalho, propdem-se modelos matematicos capazes de reproduzir o surgimento de
vasculatura tanto normal quanto patolégica — com dimensdes fractais correspondentes as
observadas nos cortes histologicos —, através de um algoritmo matematico conhecido como
invasdo por percolacdo. O modelo proposto se encaixa com perfeicdo no conceito de fractal util,
com forte embasamento cientifico e viabilidade de aplicagao.

O modelo da rede vascular é 6timo para a aplicagao dos fractais porque, além de ter boa
correlacdo com o grau de displasia, os dados gerados também s&o correlacionaveis com o préprio
mecanismo da doenca. E facil admitir que a rede vascular de um tumor maligno deva ter
dimensao fractal maior: ja € muito bem descrita a relacdo entre a angiogénese tumoral e sua
maior capacidade de crescimento. Entretanto, em SEDIVY et al (1999) essa compreensdo da
fisiopatologia tumoral ja n&o é tdo 6bvia. Nesse artigo, que mostra a crescente dimensao fractal
obtida em imagens de nucleos celulares da cérvice uterina, ndo se consegue compreender qual a
relacdo dessa maior tortuosidade nuclear com o estagio mais avangado da neoplasia (embora
seus resultados sejam pertinentes na graduacdo do processo patolégico). Ampliando a visdo do
nucleo celular para a célula em si, RISTANOVIC et al (2002) mostram as estratégias de contagem
de caixas e do compasso aplicadas ao estudo da rede dendritica neuronal. Seus resultados
mostram que foram capazes de distinguir neurénios de diferentes regides da medula de ratos;
logo, sdo bons descritores da morfologia singular de determinados grupos celulares.

Visualizando agora todo um tecido, LANDINI e RIPPIN (1994) demonstram o incremento
da dimensao fractal da membrana basal da interface entre epitélio e tecido conectivo de lesdes
neoplasicas de células escamosas do assoalho da boca, apontando, dessa forma, para uma
determinagdo geométrica do grau de invasao desse tipo de lesdo maligna. A partir desse dado
bibliografico, abre-se um enorme leque de estudo de lesdes invasoras e suas dimensdes fractais
incrementadas conforme se observa essa infiltragdo. Isso se torna valioso, ja que além da
continua busca de mais informacgdes diagndsticas, esse € mais um exemplo em que a Geometria
Fractal se mostra capaz de descrever o processo patoldgico, quantificando a invasio local
enquanto parametro relacionado ao grau de agressividade local de um tumor.

Devemos ainda citar que outras especialidades médicas além da Anatomia Patolégica
podem se valer dessa interface cientifica. Partindo agora para técnicas diferentes de
imageamento, EVERTSZ et al (1994) estudam — através do modelo de densidade de massa — a
dimensao fractal em ultrassonografia de figados. Conforme os préprios autores apontam, é dificil a

diferenciacdo subjetiva entre figados saudaveis e esteatdticos a partir de imagens obtidas por



ultrassonografia. Propde-se um modelo fractal de geracdo de pardmetros objetivos, os quais
diferenciariam os figados gordurosos dos normais. Mais uma vez, a aplicagdo do método mostra-
se nao apenas extremamente util, mas também absolutamente versatil. Outro interessante
exemplo é mostrado por BENHAMOU et al (1994), que apresentam um estudo de determinagéo
de dimensao fractal em imagens de raio-X de osso trabecular. Alcangando os objetivos do estudo,
os autores demonstram clara distingdo entre a osteoporose e a normalidade, propondo o método
para a obtencdo de informacbes qualitativas sobre as alteracbes osseas estruturais na
osteoporose, indo além da mera descrigao quantitativa que uma cintilografia 6ssea pode oferecer.

Por fim, migrando do campo da morfologia para o funcionamento biolégico, nem mesmo
LORENZ (1963) seria capaz de imaginar o grau de impacto na area médica dos seus trabalhos
originais sobre o caos na meteorologia, com seu pre-histérico computador Royal McBee. Acabou
concluindo aquilo que todos ja sabem intuitivamente: esse sistema é cadtico, imprevisivel a rigor.
E da mesma maneira que se pode expressar a imprevisibilidade dos fendmenos atmosféricos com
seus famosos atratores estranhos, o mesmo pode ser feito com os sinais gerados pelos ritmos
biolégicos. GLASS e MACKEY (1988) o demonstram muito bem, como no caso da presséo
arterial, dos niveis hormonais e do ritmo circadiano. Porém, o mais curioso é que também esses
atratores estranhos tém a sua complexidade quantificada por sua dimenséao fractal.

Dessa forma, mesmo os trabalhos pioneiros de BERNARD (1878) caem por terra ao
postularem o principio da constancia do meio interno como fundamental a vida (“La fixité du milieu
interieur est la condition de la vie libre, independante.”), batizado homeostase por CANNON
(1926) (“The coordinated physiological processes which maintain most of the steady states in the
organism are so complex and so peculiar to living beings (...) that | have suggested a special
designation for these states, homeostasis.”). Na verdade, de acordo com GOLDBERGER (1996),
€ justamente a variabilidade nos ritmos biolégicos que permitem aos seres vivos a adaptagao as
diferentes demandas as quais estdo submetidos. Ele demonstra essa idéia justamente para o
ritmo cardiaco, cadtico por exceléncia e que, sob condigdes patoldgicas, perde sua complexidade
e se torna mais préximo do linear, da homeostase.

Podemos ainda, para exemplificar a versatilidade da Geometria Fractal, citar a recente
compreensao das obras de Jackson Pollock, representante do expressionismo norte-americano
da metade do século XX. Segundo TAYLOR et al (1999), as gravuras nas obras desse genial
pintor apresentam dimensao fractal, fruto justamente do processo cadtico de sua criagao: Pollock
langava a tinta sobre o chdo, sem tocar a tela com seu pincel. Esse artista retratou os fractais
antes mesmo do seu surgimento como ciéncia, que se deu apenas duas décadas mais tarde.

A vasta aplicabilidade da Geometria Fractal no campo das ciéncias naturais ndo deixa
duvida do seu potencial para descrever os fenbmenos biologicos. A literatura que trata da
sobreposicdo entre Geometria Fractal e Medicina ja é bastante vasta, e quando buscamos sua
integragéo com a Patologia Médica percebemos as enormes possibilidades de descobertas nessa

area ainda tao jovem na histéria da ciéncia humana.
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5 MATERIAIS E METODOS

Primeiramente, torna-se necessaria a definicdo e a explicagdo do que é um objeto com
dimensao fractal. Para isso, comegaremos expondo uma relagdo matematica que define o que é
dimensao. Sabemos que o espago tem dimenséo 3, como um cubo; ja as figuras planas, como o
quadrado, sao de dimensao 2; os segmentos de reta tém dimensao 1; e os pontos, dimenséao 0.
Além disso, podemos postular que um segmento de reta, um quadrado e um cubo —
respectivamente de dimensdes 1, 2 e 3 — podem ser repartidos em partes semelhantes, cuja

juncao reconstitui as figuras originais (figura 1).

// // //
¥
- A
//

Figura 1. Divisao de figuras euclidianas em partes semelhantes.

Na figura 1 ilustramos as divisdes (1) de um segmento de reta em trés pecas; (2) de um
quadrado em nove pecas quadrangulares, repartindo o lado em trés; e (3) de um cubo em vinte e
sete pecgas cubicas, dividindo cada aresta em trés. Cada uma dessas pegas & semelhante ao
todo; deste modo, para que cada parte fique igual ao todo, basta amplid-la por um fator de

aumento (inverso ao fator de reducao do lado) igual a, respectivamente, 3, 9 e 27 (tabela 4).

Fiquras Fator de redugao Numero de Dimensao
9 do lado (L) figuras (N) (D)
Segmento de reta V& 3 1
Quadrado Va 9 2
Cubo Vs 27 3

Tabela 3. Relagao dos parametros de reconstrucao a partir de figuras semelhantes.

Resumidamente, temos que (1) para o segmento de reta, precisamos de 3 segmentos (N)
para refazer o segmento original, quando reduzimos o seu comprimento a um ter¢o do original (L);
(2) para o quadrado, precisamos de 9 quadradinhos (N) para refazer o quadrado original, quando
reduzimos seu lado a um terco (L); e (3) precisamos de 27 cubinhos (N) para remontar o cubo
original quando reduzimos sua aresta a um terco (L). A partir dessa tabela, depreendemos a
relaggo N = L™, a qual servirda de base para o método de contagem de caixas para a

determinacao da dimensao.
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Uma das caracteristicas fundamentais dos fractais € que eles possuem dimensdes nao
necessariamente inteiras, contrariamente as figuras geométricas convencionais que sempre
possuem dimenséo inteira. Um procedimento importante na caracterizagado quantitativa de um
fractal é justamente a determinagdo da sua dimensdo. Uma curva preenche uma porgao do
espaco com dimensdo um, enquanto uma superficie preenche uma porcdo do espago com
dimensao dois; ja um volume preenche uma porgao tridimensional do espago. Por sua vez, um
fractal pode, por exemplo, preencher uma por¢ao do espaco mais completamente que uma curva,
porém nao tdo completamente quanto uma superficie. Sua dimensao ¢é, de tal modo, um valor
compreendido entre um e dois. Essas dimensbes fracionarias sdo denominadas de dimensdes
fractais. Trataremos agora da determinagcao da dimensao n&o inteira de dois objetos fractais, a

Poeira de Cantor (figura 2) e o Tapete de Sierpinski (figura 3).

1
— —
om— r— m— —
- - - -
" mm "m mm = mm =s == g

1 i i mni i 1 i i 6

Figura 2. Poeira de Cantor.

A Poeira de Cantor é uma figura obtida com o processo de, a partir de um segmento de
reta, retirar o tergo central, e assim sucessivamente com os segmentos resultantes até o infinito.
Na figura 2, o processo foi representado em seis niveis. O objeto obtido é, no infinito, um conjunto
de pontos alinhados, por isso o seu nome Poeira de Cantor. Esse objeto, claramente, tem
dimensao menor do que 1, uma vez que € menos do que um segmento de reta; porém, sua
dimensao é maior do que zero, ja que nao é constituido de apenas um ponto, e sim de infinitos
pontos alinhados de uma maneira bastante peculiar. Fica estabelecida, desse modo, a nocao
intuitiva de uma dimens&o nao-inteira, nesse caso entre 0 e 1.

Entretanto, podemos quantificar essa dimensao através da ja descrita relagao:

N=L" (4)

na qual (N) é o niumero de objetos de lado reduzido, (L) é o fator de reducao e (D) é a dimenséo.
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Dessa relagao obtemos:

logN
D= (5)
log L™’

No caso da Poeira de Cantor, temos como parametros N = 2 e L = 4, pois no lugar do
segmento original tragamos 2 segmentos, cada qual com %3 do comprimento do segmento original.
Com esses dados calculamos a dimensao do conjunto, a qual confirma a nocéo intuitiva de um

valor compreendido entre zero e um:

log 2
D= —__ =0,6309 (6)
log 3

Rapidamente discutiremos a determinagdo da dimensao fractal de mais uma figura, o

Tapete de Sierpinski (figura 3).

Figura 3. Tapete de Sierpinski.

O Tapete de Sierpinski é obtido a partir de um quadrado, retirando-se o quadrado central
dos nove resultantes da redugao do lado a um tergo. Para cada quadrado restante se repete a
mesma operacao, infinitas vezes. Na figura 3 o processo foi efetuado 5 vezes. O objeto resultante
tem dimensao menor que dois, uma vez que nao preserva a area da figura original; porém, tem
um aspecto de ocupar mais espaco que um simples segmento de reta, o0 que nos remete a uma
dimensao maior que um. Logo, sua dimensao n&o-inteira encontra-se entre a de um segmento de
reta e a de um quadrado (um e dois). Observando as etapas 1 e 2, percebemos que, ao
reduzirmos o lado do quadrado 1 a um tergo do original (L = V3), precisamos de apenas oito

desses quadrados para obtermos a figura 2 (N = 8). Logo, substituindo em (5), temos:

log 8
D= =1,8927 (7)
log 3
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Mais uma vez, confirmamos a nog¢ao intuitiva de que a dimensao seria um valor entre um e
dois.

A determinacdo da dimensao fractal a partir da relagdo (5) é a base para o mais popular
método de determinacao da dimensao fractal, conhecido como contagem de caixas. O método de
contagem de caixas consiste em se construir uma grade quadriculada cobrindo a figura a ser
estudada. Cada quadricula € um quadrado de lado d. Contamos o niumero n de quadriculas que
contenham pelo menos um ponto da figura. O processo deve ser efetuado com diversas grades,
cujas quadriculas tém por lados d4, dz, ds,...; 0s numeros de quadradinhos contados serao,
respectivamente, nq, ny, ns,.... Utilizando eixos cartesianos, construimos um grafico em cujo eixo
horizontal medimos log d e em cujo eixo vertical medimos log n. A cada ponto de coordenadas
(log d, log n) corresponde um ponto nesse grafico. E de se esperar que tais pontos estejam
aproximadamente alinhados, sendo a reta que melhor se ajusta a esse conjunto de pontos

determinada por sua equacgao y = a + bx (figura 4).

logn, |- = = -

logn, bp = = == = = = =
I
1
! C
logn,p = = =b = = = = = e = = =3O
l I 1
. . AN
| I 1
1 I 1
i I 1
log d, log d, log d,

Figura 4. Grafico da relagao logaritmica entre o nimero de quadriculas e seus lados.

Se denominarmos por 8 o didmetro da quadricula em que a grade é composta por apenas
uma quadricula (ou seja, toda a figura estudada estd contida nessa Unica quadricula), teremos
que a relagado d./d € o fator de redugédo do lado (L). Mesmo porque os didmetros das grades
seguintes serdo sempre menores que 6 (afinal, teremos mais de uma quadricula para cobrir todos

os pontos da figura, conforme aponta a figura 5).
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Figura 5. Contagem de caixas.
Substituindo na relagao (4), teremos:
N = (dn/3)™ (8)
A partir dessa relagéo, obtemos:
logn,=Dlogé-Dlogd, (9)
Como D é o parametro da dimensdo e 6 € o maior didmetro da figura estudada — e,

portanto, ambos tém valores fixos —, temos que o termo da equacao (9) D log 6§ € uma constante.

Ou seja, a equagao (9) € uma equacéo linear do tipo:

y =a+ bx (10)
Sendo: y = log n,
a=Dlog ¢
b=-D
x =log d,

Na equacao acima (10), o coeficiente angular b é a dimensao fractal D procurada, obtida
pelo método da regressao linear, que transformou a relagao entre N e L numa reta (cuja inclinagéo
nos fornece D). O resultado confirma o que seria de se esperar intuitivamente. Como ja descrevia
a equacgao (5), a dimensao D é dada pela divisdo de log N por log L, que mostra justamente a
relacdo trigonométrica da tangente do angulo formado pela reta obtida por regressao linear e o
eixo das abscissas; ou seja, o dngulo de inclinacdo dessa reta de fato deveria ser a expresséao da
dimensao fractal D. Ja o termo independente a, determinante da translacdo da reta no plano
cartesiano, é variavel dependente do tamanho da figura (expresso por 9) e sua dimensao.

A partir desses conceitos basicos, desenvolvemos e aprimoramos um programa
computacional na plataforma Visual Basic 5.0°, batizado OncoFractal pelo seu autor principal,

Prof. Celso Penteado. O software trabalha justamente pelo processo de contagem de caixas,
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sendo comprovado determinando com razoavel precisdo a dimenséo tedrica e bem conhecida de

fractais classicos gerados por computador, como as Curva de Koch, Hilbert e Sierpinski (figura 6).

HILBERT SIERPINSKI KOCH
D = log 4/log 2 D =log 3/log 2 D =log 4/log 3
Gerador Gerador Gerador

Figura 6. Fractais com dimens&o conhecida usados para calibracdo, com seus geradores.

Esses conjuntos, construidos de forma recursiva, tém sua complexidade de estrutura fina
crescente conforme o nivel de iteragdo do processo de sua geragao (figura 7). Desse modo, as
dimensdes fractais dos objetos com dimensédo tedrica conhecida foram determinadas de acordo

COM O 0S Processos recursivos que sofreram.

3
2
log 3/log 2

N
L
D=

Figura 7. Complexidade crescente da Curva de Sierpinski em 5 niveis de iteracdo. D =~ 1.58

O programa demonstrou que, além de ter obtido dimensdes muito proximas das dimensodes
tedricas desses objetos (figura 8), foi capaz de distinguir mesmo a complexidade mais grosseira
(como grandes reentrancias), posto que logo nas primeiras iteragdes a dimensdo calculada ja
cresce substancialmente. Isso torna muito valida a sua aplicabilidade ao nosso modelo, uma vez
que a tortuosidade apresentada nas nossas linhas de interface ndo tem o mesmo grau de fineza

de estrutura dos fractais gerados por computador, pelo método IFS — Iterated Function System.



HILBERT

- 1,585
1,54 SIERPINSKI
_1,2619
o Nivel

3
=

T T L] = ¥

1 5 10

Figura 8. Grafico das dimensdes tedrica e calculada para cada fractal (D) em fungdo do nimero

de iteracdes em sua geracgéo (Nivel de complexidade).

Paralelamente, foram levantados nos livros de registro do Servico de Anatomia Patoldgica
os casos de bidpsia de cavidade oral, dos quais 16 foram selecionados com base na qualidade
das laminas e clareza de classificagdo diagndstica. Os casos foram entdo divididos em quatro
grupos diagnodsticos, com crescentes graus de agressividade: Normal ou Reacional
(correspondendo a inflamagdes), Displasia, Carcinoma Expansivo e Carcinoma Infiltrativo. Essas
ldminas, coradas por hematoxilina e eosina, foram digitalizadas com o equipamento Image-Pro
Plus®, sob microscdpio 6ptico de médio aumento (magnificacdo em lente objetiva de 40 vezes) e
com resolugéo de 1024 por 768 pixels, em escalas de cinza. Posteriormente, sofreram tratamento
no Adobe Photoshop 7.0% tanto para intensificar a distingdo entre tecido epitelial e tecido
conjuntivo quanto para permitir o traceamento da linha de interface epitélio-estromal, que foi

realizado de forma manual (figura 9).
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Figura 9. Imagens capturadas com interface tracada entre o epitélio e o estroma.

Acima: normal/reacional; abaixo: carcinoma infiltrativo.

Por fim, essas linhas de interface foram submetidas ao método de contagem de caixas
pelo programa OncoFractal, a fim de determinar as suas respectivas dimensbes. A regressao
linear representativa da dimensdo fractal foi obtida com oito pontos dispostos em escala
logaritmica, cujas caixas mediram respectivamente 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 pixels de lado
(figura 10). Conforme ja descrito, suas dimensdes foram determinadas pelo grau de inclinacao

dessas retas (coeficiente angular).

Regressdo para 8 pontos

10000

N

1000 -

100

Dimensdo = 1,026

L (pixels)

1 1 1 f f f f 1 f

1 2 4 ] 16 32 64 128 256 512

Figura 10. Grafico de regresséo linear da contagem de caixas, com a respectiva dimensao fractal.

Procedemos, com esse material, a interpretacado dos resultados obtidos.
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6 RESULTADOS

Os dezesseis casos revisados que foram incluidos no estudo foram distribuidos em quatro
grupos diagnodsticos, e a dimensao fractal da linha representativa da interface entre o tecido
epitelial e o estroma subjacente foi calculada (tabela 4).

Normal ou Displasia Carcinoma Carcinoma
Reacional P Expansivo Infiltrativo
1.017 1.067 1.070 1.261
1.026 1.100 1.084 1.274
1.092 1.202 1.159 1.278
1.194 1.367
1.202 1.378

Tabela 4. Dimensao fractal calculada para cada caso estudado.

Podemos, a partir desses dados, representar os resultados graficamente, explicitando a

tendéncia de aumento da dimenséo fractal conforme se incrementa o grau de displasia tecidual
(figura 11).

Dimensao
1,4

1,3

12 &

L 'S &
%
Q ]

| ] I
Normal Displasia Carcinoma Carcinoma
Reacional Expansivo Infiltrativo

1,0

Figura 11. Representacao grafica dos resultados em fungéo dos grupos diagnésticos.
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7 DISCUSSAO

A critica mais 6bvia que essa pesquisa sofreria dos crédulos na Medicina Baseada em
Evidéncias é o baixo numero de casos estudados (N), o que impossibilitaria qualquer tratamento
estatistico que se pretenda sério em demonstrar algum grau de correlagdo significativo dos
resultados encontrados. Essa dificuldade foi claramente dependente do também pequeno registro
de pacientes com lesdes de cavidade oral no Hospital de Clinicas, atribuivel ao fato de nao ser
esse um servico de referéncia para tal tipo de neoplasias. Provavelmente um nimero mais
expressivo de casos seria encontrado num hospital de referéncia oncolégica, ou mesmo em
servicos de odontologia e cirurgia buco-maxilo-facial.

Muito embora idealmente devéssemos ter langado m&o de um maior grupo de pacientes,
cabe lembrar que estudos meramente estatisticos nessa area também tém falhado em obter
dados progndsticos confiaveis. Isso € fruto ndao sé de falhas metodolégicas, como a dificuldade em
se realizar estudos individuados, longitudinais e prospectivos — sejam eles observacionais (coorte)
ou mesmo intervencionistas (ensaio clinico) — com um numero grande de casos apreciados, mas
também da prépria limitagdo da confiabilidade dos critérios de estadiamento, como é bem relatado
pelos baixos valores kappa encontrados nessas publicacbes. Portanto, a Medicina Baseada em
Evidéncias peca nesse caso ao nhao conseguir valores progndsticos robustos. Dai a relevancia do
nosso trabalho: mesmo com baixo N, conseguimos revelar novos insights sobre o processo
fisiopatoldgico da carcinogénese, ao descrevermos e quantificarmos o processo de invaséo local.

Por outro lado, um projeto que almeja a geracdo de dados médicos objetivos, livres da
subjetividade dos examinadores, deve sempre que possivel afastar o fator humano de sua
metodologia. A partir disso constatamos que, por mais que a dimensdo fractal das bordas
tumorais seja obtida com recursos computacionais, a construgdo dessas linhas se deu de forma
manual. Isso significa que o objetivo da pesquisa foi parcialmente alcangado, pois tal traceamento
também esta submetido a interpretagcdes pessoais. Ou seja, diferentes pessoas poderiam
compreender os limites entre epitélio e estroma de cada imagem de forma individual, preservando
a partir disso alguma variabilidade interobservador. E claro que isso é minimizado pela distingéo
visual razoavelmente clara entre o tecido epitelial e o conjuntivo; todavia, pode-se tornar um tanto
mais complicada especialmente nos casos de significativa infiltracao tumoral.

Conquanto nés tenhamos obtido um programa capaz de gerar automaticamente essas
linhas de interface (ProntoMask 1.0®), ndo foi possivel a sua aplicacdo ao nosso modelo. Isso
porque, ainda que o olho humano diferencie os dois tecidos vizinhos (pela arquitetura, pelo
aspecto, pela distribuicdo de vasos e dos nucleos celulares...), a coloragdo por hematoxilina e
eosina nao gera distingdo de tons suficiente para o computador perceber esse encontro entre a
mucosa e o estroma. Uma saida seria a coloragao imunohistoquimica por citoqueratina, que

marcaria de forma potente o tecido epitelial tanto normal quanto canceroso — ja que é um
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carcinoma escamoso —, gerando dessa maneira contraste suficiente para o programa perceber a
diferenca de nivel de cores em RGB.

Outro ponto digno de nota no que concerne aos metodos refere-se aos pontos gerados
pela contagem de caixas, usados na geracao do grafico de regresséao linear representativo da
dimensao fractal. Os fractais teoricos, gerados por computador (como os trés aplicados a
calibragdo do programa), apresentam como caracteristica marcante — além da auto-similaridade
estrutural — uma textura fina, isto €, uma complexidade estrutural que permanece ao infinito. Isso
quer dizer que, mesmo ampliando essas figuras indefinidamente, elas ainda preservam o mesmo
nivel de rugosidade em seu aspecto, fruto dos também infinitos procedimentos recursivos que as
geraram. Nesse caso, além de as suas reentrancias estarem distribuidas de forma homogénea,
elas continuam sendo apontadas pelo processo de contagem de caixas até préximo ao limite
inferior de resolugdo do método — o pixel, quando computacional —, até que as distorgbes dessas
imagens comegam a se tornar aparentes. Disso resultam pontos extremamente bem alinhados na
contagem de caixas, mostrando que a complexidade se preserva invariante em diferentes escalas.
Por outro lado, os fractais que geramos a partir das nossas linhas de interface claramente estao
longe de apresentar o mesmo grau de estrutura fina. Isso é fruto do préprio modo através do qual
as imagens foram obtidas: cada célula ndo se comporta como um ponto; elas sdo grandes o
suficientes para determinarem elas mesmas o limite inferior de resolugcdo da imagem. Dai
entende-se que, por mais tortuosa que seja a borda de infiltragdo tumoral, sua reentrancia nunca
podera ser inferior ao tamanho de uma célula. Logo, o limite inferior de complexidade dessas
linhas é o tamanho de cada célula, muito maior que o tamanho de cada unidade formadora de
imagem, o pixel.

Fica dessa forma intuitivo para qualquer leitor que tais linhas de interface ndo deixaram de
ser curvas, as quais contornam as células e cujas dimensdes topoldgicas continuam sendo um.
Porém, em uma dada janela de escala, tais curvas apresentaram tortuosidade constante —
demonstrada pelo razoavel grau de alinhamento dos pontos na contagem de caixas —, tornando-
as assim fractais com propriedades estatisticas semelhantes em diferentes escalas, o que é
denominado fractal estocéastico. Isso significa que ndo é exatamente a mesma imagem que esta
se repetindo em diferentes escalas, como na Curva de Sierpinski, mas sim que a rugosidade
dessas curvas se mantém em diferentes escalas, representada pela constante taxa exponencial
de incremento no nimero de caixas necessarias para cobri-la quando reduzimos o seu lado, fruto
do que obtemos um conjunto de pontos satisfatoriamente alinhados. Se essa propriedade
estocastica nao estivesse presente, perceberiamos que os pontos da regressao linear estariam
extremamente mal alinhados, demonstrando dessa maneira que nao houve preservacdo da
complexidade nas diferentes escalas (propriedade que define um fractal). Mesmo que de seus
pontos fosse possivel extrairmos uma linha de regressao linear cuja inclinagdo poderia ser
representativa de uma dimensao ndo-inteira, o mal alinhamento desses pontos impede que

consideremos tal imagem como um objeto fractal.
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A partir dessas reflexdes, podemos estabelecer que as linhas de interface de borda
tumoral deveriam apresentar, de forma distinta, uma janela de escala na qual poderia ser inferida
uma dimensao fractal; isso significa dizer que os pontos da regresséo linear da contagem de
caixas deveriam estar alinhados apenas dentro de uma faixa de tamanhos de caixa (L), e dessa
inclinacdo deveriamos extrair a dimensao fractal. Assim, no extremo superior, em que as caixas
fossem muito grandes, a figura estudada caberia completamente dentro da caixa, e aumentos no
seu lado manteriam constante o numero de caixas necessario para cobrir a figura. Nesse caso, a
figura estudada se comportaria como um ponto, plenamente coberto por caixas de tamanhos
diferentes e com numero de caixas (N) invariavel, apresentando assim dimensao zero. Isso seria
expresso por pontos dispostos de forma horizontal no extremo direito do grafico, ja que N seria
constante. No outro extremo, quando as caixas fossem demasiado pequenas, a contagem de
caixas se aproximaria de uma contagem de pixels, correspondendo dessa forma a uma espécie
de medicao linear do seu comprimento. Desse modo, a figura estudada se comportaria como uma
curva, cuja tortuosidade nao seria aferida posto que as caixas seriam menores que suas

reentrancias; conseqlientemente, apresentaria dimensao igual a um (figura 12).

log N
10
Grafico tipico log N x log L para uma vasta faixa de
9 valores de L (tamanho da caixa variando entre 1 pixel
até muito maior que a imagem).
84
24
6
5
44
3
2.4
i
04
-1 T T T T T T T |ﬂg L
o 1 2 3 4 5 6 7 8
Tamanho da caixa se Regiao apropriada na al Tamanho da caixa se
aproximando de um se deve estimar a dimenséo aproximando do

tamanho do

unico pixel ou da
resolugdo da imagem

Messa regido a
contagermn de caixas @
simplesmente a

contagermn da area do
objeto (em pixels)

objeta.
Eventualmente  uma
caixa sempre cobrira a
imagem toda, no ponto
em que N = 1 e
inclinagao =0,

Figura 12. Janela de escala apropriada para estimar a dimensao fractal por contagem de caixas.
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Um meétodo ideal para a afericdo da dimensao de fractais estocasticos deveria, portanto,
ser capaz de delimitar essa janela de escala dentro da qual a imagem em questdo apresenta
dimensao fractal. Contudo, nosso experimento n&o deixa clara essa faixa de seguranca. Por mais
que outros artificios tenham sido empregados para refinar esse calculo, como a translagdao da
grade de caixas para obtermos sempre a menor contagem possivel, nossos pontos nao
evidenciam os limites do comportamento fractal das linhas de interface. Poderiamos atribuir esse
achado a pequena amostra de tecido que tivemos: sua analise em menor aumento, ou a
construgdo de um campo visual mais amplo do tecido, permitiria um numero maior de tamanhos
de caixas, o que possibilitaria uma regresséo linear com bastantes mais pontos. Apesar disso, na
verdade, € bem descrita a fraqueza da contagem de caixas perante outros métodos em explicitar
a zona de comportamento fractal. Elegemos essa metodologia pela sua praticidade de execugéao e
compreensdo, mas outros métodos (como Sandbox Dimension, Minkowski Sausage, Boundary
Tracing, entre inumeros outros) seriam capazes de fornecer valores ainda mais confiaveis.

Quanto aos resultados, os valores obtidos mostram um claro incremento da dimenséo
fractal da interface epitélio-estromal acompanhando a crescente displasia dos tecidos estudados.
A maior dimenséao fractal mostra que essas linhas tendem a ocupar o plano mais densamente,
tanto que seus valores crescem em diregdo a segunda dimensdo. Isso demonstra que essa linha
se torna cada vez mais tortuosa, o que fica visivel a olho nu na figura 8. Esse achado revela o que
ja era esperado, posto que um dos mais importantes parametros de distingdo entre neoplasias
benignas e malignas é a invasao local: tumores malignos apresentam crescimento acompanhado
de infiltragdo progressiva, dificultando a completa ressec¢ao cirurgica e permitindo seu implante
em locais distantes (metastases).

Mais um fato curioso foi a significativa sobreposicdo dos valores encontrados entre os
diferentes grupos diagndsticos. Podemos atribuir esse achado a varios fatores, como o baixo
numero de casos estudados (o que invalida nosso método como parédmetro uUnico de distingdo
diagnéstica, em razdo do que sequer submetemos esses dados a tratamento estatistico) e até
mesmo a imprecisdes da classificacdo diagndstica nos quatro grupos, que é vulneravel a falhas
justamente pela sua natureza subjetiva (representada pelo indice kappa). Mesmo com um grupo
estudado pequeno, nossos resultados foram semelhantes aos encontrados em literatura, quando
comparamos ao trabalho original de LANDINI e RIPPIN (1994) (figura 13).

Igualmente a eles, percebemos que o nosso grupo diagnéstico de Carcinoma Infiltrativo
apresenta valores de dimensdo sem sobreposicdo aos demais grupos, portanto plenamente
diferenciado. Ainda, podemos notar que nesse trabalho houve valores de dimensdo menores que
1.00 nos grupos Normal e com displasia leve (Mild). Esse achado inusitado mostra uma pequena
fraqueza do algoritmo de contagem de caixas desses autores, ja que ndo se espera encontrar
valores inferiores a um para uma linha continua e pouco tortuosa. Apesar do baixo numero de

casos do nosso estudo, é relevante o fato de ndo termos encontrado esse tipo de resultado.
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Figura 13. Dimenséao fractal por box counting (pontos brancos) e boundary tracing (pontos pretos).

Com isso, entendemos que o uso da dimenséo fractal como ferramenta isolada nao teria
poder diagndstico, ja que so6 é capaz de distinguir aquilo que é claramente diferente do resto, isto
€, 0 grupo Carcinoma Infiltrativo. Contudo, sdo preciosos os dados gerados por esse método
quando a finalidade é progndstica: ao quantificar o processo fisiopatologico de invasao local, as
dimensdes fractais das bordas tumorais se tornam relevantes em apontar, dentro de um mesmo
grupo diagnéstico, quais os pacientes que apresentam lesbes mais agressivas. Entdo, a grande
virtude do que proporcionamos é o acréscimo de novas informacbes ao diagnéstico ja
estabelecido, apontando os pacientes com maior dimensao fractal como aqueles com maior
potencial de ter uma evolugdao mais agressiva de sua doenca.

Por exemplo: mesmo que um paciente seja diagnosticado no grupo de Displasia (com
menor malignidade perante os outros diagnésticos), alguns desses pacientes evoluirdo mais
sombriamente em seus seguimentos. Nesse caso, ndo haveria mais sentido naquele agrupamento
inicial: para eles, a malignidade se expressou como 100%. E, pois, justo que se busquem dentro
desse grupo quais poderao ser os menos afortunados que terdo o pior progndstico e merecerao
tratamento mais agressivo. A partir dos nossos resultados, poderiamos apontar o paciente que
apresentou dimensao fractal igual a 1.202, visualmente distinta em relagdo ao resto do grupo. Isso
porque esse valor representa um processo mais intenso de invasao local, predizendo, com isso,
maior malignidade perante o resto do grupo.

Analogamente, dos pacientes com Carcinoma Expansivo, o que teve dimensido 1.070
devera evoluir melhor que seus pares; logo, poderiamos esperar um melhor prognostico. Isto €,
conseguimos levantar hipéteses consistentes na compreensdo do processo neoplasico, as quais
poderdo inclusive refinar as estratégias terapéuticas de cada paciente, o que pode levar a uma
taxa de sobrevida mais aceitavel para as pessoas que recebem o diagnéstico de carcinoma

escamoso na cavidade oral.
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8 CONCLUSOES

As lesdes neoplasicas da cavidade oral sdo submetidas atualmente a uma categorizagéo
histopatolégica pouco confiavel. Isso se deve a subjetividade dos correntes pardmetros de
avaliacdo e a sua incapacidade em descrever os mecanismos da doenca. Tais constatacdes sao
expressas pelo baixo grau de concordancia entre os examinadores (indice kappa) e pela fraca
correlagdo do comportamento esperado e observado em pacientes com um dado diagnéstico.

A configuragao do nosso projeto permitiu que o meticuloso tragado da interface entre
tecido epitelial e estroma validasse o método desenvolvido, verificando crescentes valores de
dimensao fractal nas bordas tumorais dos pacientes que apresentaram neoplasias mais
agressivas. Conseguimos assim desviar o viés da variabilidade interobservador na geragédo de
dados para avaliar as neoplasias da mucosa oral, ja que obtivemos de forma semi-automatizada
um parametro confiavel na quantificacdo do fendmeno bioldgico de invasao tumoral. A partir disso
evitamos a categorizagao diagnostica, que agrupa pacientes distintos sob um mesmo rétulo e
prejudica a valorizagao progndstica dos dados. Além disso, a descrigao da invasao local — por ser
um determinante do comportamento dessas neoplasias pela maior agressividade observada nas
células da borda tumoral — possibilitou uma compreensdo mais profunda da fisiopatologia do
cancer.

Buscando retirar ainda mais a subjetividade humana, ambicionamos o uso de coloragdes
imunohistoquimicas para corar a citoqueratina expressa pelos carcinomas escamosos. Com isso,
tornariamos ainda mais evidente a distingdo entre o tecido neoplasico e o estroma subjacente,
gerando um gradiente de cores que permitira o traceamento computadorizado das linhas de
interface que fizemos manualmente.

Por fim, almejamos a comparagdo dos nossos resultados a outros métodos, posto que os
correntes estadiamentos estao longe de ser um padrao-ouro. Uma possibilidade é a utilizagao de
técnicas que analisam a integridade do DNA: constatagdes de alteragcbes significativas na
estrutura do material genético das células da borda tumoral obviamente se correlacionam
diretamente ao grau de displasia do tecido, propiciando a perspectiva de uma analise multivariada
robusta o suficiente para permitir um diagnéstico automatizado.

Outra estratégia que estamos desenvolvendo é o calculo da lacunaridade das linhas de
interface que obtivemos. Assim como a dimensao fractal quantifica a rugosidade, a lacunaridade
expressa a heterogeneidade das figuras fractais. E uma ferramenta tdo universal que pode
inclusive ser aplicada a modelos nao-fractais, como a andlise da distribuicdo de dados binarios.
No caso particular dos objetos fractais, observamos que figuras com dimensao tedrica idéntica
podem ter aspecto absolutamente distinto, decorrente da variagdo em sua lacunaridade (figura
14). Isso é fruto dos diversos processos que podem ser aplicados em sua construgdo, mesmo que
se mantenha a relagdo entre o fator de reducgéo do lado (L) e o numero de figuras necessarias a

sua construcdo (N) — que invariavelmente leva a uma mesma dimenséo (D).
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Figura 14. Poeira de Cantor com lacunaridade tendendo a um (acima) e zero (abaixo). D = 0.5

Com essa finalidade, propomos um método que batizamos de gliding yardstick. Consiste
na realizacao do método do compasso (ou yardstick, boundary tracing, semelhante a contagem de
caixas), no qual a figura é coberta — em vez de caixas com lados variados — por compassos com
diferentes raios. Esse método é classico na determinacdo da dimensdo de fractais que
topologicamente sdo curvas (dimensdo entre um e dois), pois correlaciona o numero de
compassos (N) ao seu raio (L), relagdo cujo expoente expressa a dimensao (D). Posteriormente,
deve ser efetuada a contagem do numero de pixels dentro de cada compasso usado para
percorrer a figura. A partir disso € construido um histograma da distribuicdo dos pixels em cada
compasso, com valores ordenados de acordo com a ordem das suas posigdes. Esse histograma
torna-se representativo do grau de agrupamento ou de disperséo dos pixels na linha, e é realizado
para diferentes tamanhos de abertura do compasso. A cada um desses histogramas é aplicado o
método gliding box (originalmente descrito para a avaliagdo de lacunaridade de fractais com
dimensao entre zero e um): agora, agrupam-se sequiencialmente as colunas das somas de pixels
contadas para cada compasso, em diferentes escalas. Isso é feito pela translacido de caixas
(gliding box) com diferentes lados, dentro das quais passa a ser encontrado o numero total de
pixels da figura em cada segmento, de modo sequencial.

Esse método é capaz de aferir a variancia translacional da densidade de massa na linha
estudada, pois calculamos estatisticamente a variabilidade do numero de pixels dentro de cada
caixa deslizante. Assim, uma linha invariante (baixa lacunaridade) se mostraria mais homogénea,
do que poderiamos deduzir menor hostilidade da massa em proliferagao. Por outro lado, para um
mesmo valor de dimensao, uma linha com densidade de massa muito variavel (alta lacunaridade)
seria a representacdo da heterogeneidade das regides limitrofes do tumor, do que
depreenderiamos um comportamento mais agressivo.

Tais perspectivas nos permitem novos insights: diferentemente da contagem de caixas, em
que comparamos as partes ao todo para aferir a rugosidade, conseguiriamos com esse método a
comparagao das partes com as outras partes, aferindo assim a homo- ou heterogeneidade das

bordas tumorais, que por sua é expresso numericamente como sua lacunaridade.
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