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Resumo

O carcinoma espinocelular é a neoplasia maligna que mais acomete a cavidade oral e, quando ndo diagnosticada
precocemente, muitas vezes resulta em progndéstico comprometido. Da mesma maneira, carcinoma mucoepiderméide,
0 tipo mais comum de glandula salivar maligna tumor de etiologia desconhecida, também é diagnosticado com base
em observagBes anatomopatoldgicas, sem a implementacdo de métodos de analise de imagem. O objetivo deste
trabalho é determinar a dimensdes fractais histopatoldgicas dos canceres acima mencionados. Slides de oralidade
foram utilizados carcinoma de células escamosas, carcinoma mucoepidermoide e tecido saudavel. As dimensfes
fractais foram adquiridas usando o método de contagem de caixas. Andlise de fractais dimensfes dos nucleos de
carcinoma de células escamosas (grau baixo e intermediario) revelaram nenhuma diferenca significativa entre os
grupos. Em relacdo as dimensBes fractais médias de os nucleos das amostras de carcinoma mucoepidermoide
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(controle, moderado e bem diferenciado), a analise mostrou que havia uma diferenca significativa entre os grupos
controle e o carcinoma espinocelular 40x moderadamente diferenciado, com p<0,05. Uma diferenca significativa
também foi identificada entre o controle e 40x carcinoma mucoepidermdide bem diferenciado, com p<0,001. Sem
estatistica foi observada significancia entre os 40x bem diferenciados 40x moderadamente grupos diferenciados de
carcinoma mucoepidermdide. Portanto, podemos sugerir que analise de dimensdo fractal nuclear é uma ferramenta
atil para diagnosticar rapidamente essas condi¢des.

Palavras-chave: Carcinoma mucoepidermdide; Carcinoma espinocelular oral; Dimenséo fractal; Morfometria.

Abstract

Squamous cell carcinoma is the malignant neoplasm that most affects the oral cavity and, when not diagnosed early,
often results in a compromised prognosis. Likewise, mucoepidermoid carcinoma, the most common type of malignant
salivary gland tumor of unknown etiology, is also diagnosed based on subjective anatomopathological observations,
without the implementation of mathematical image analysis methods. The objective of this work is to determine the
histopathological fractal dimensions of the aforementioned cancers. Slides of oral squamous cell carcinoma,
mucoepidermoid carcinoma and healthy tissue were used. Fractal dimensions were acquired using the box counting
method. Analysis of fractal dimensions of squamous cell carcinoma nuclei (low and intermediate grade) revealed no
significant difference between groups. Regarding the mean fractal dimensions of the cores of the mucoepidermoid
carcinoma samples (control, moderate and well differentiated), the analysis showed that there was a significant
difference between the control groups and the moderately differentiated 40x squamous cell carcinoma, with p<0.05. A
significant difference was also identified between the control and 40x well-differentiated mucoepidermoid carcinoma,
with p<0.001. No statistical significance was observed between the 40x well-differentiated 40x moderately
differentiated mucoepidermoid carcinoma groups. Therefore, we can suggest that nuclear fractal dimension analysis is
a useful tool for quickly diagnosing these conditions.

Keywords: Mucoepidermoid carcinoma; Oral squamous cell carcinoma; Fractal dimension; Morphometry.

Resumen

El carcinoma de células escamosas es la neoplasia maligna que més afecta a la cavidad oral y, cuando no se
diagnostica a tiempo, suele comprometer el pronéstico. Asimismo, el carcinoma mucoepidermoide, el tipo mas comun
de tumor maligno de glandulas salivales de etiologia desconocida, también se diagnostica con base en observaciones
anatomopatoldgicas subjetivas, sin la implementacion de métodos matematicos de analisis de imagenes. El objetivo
de este trabajo es determinar las dimensiones fractales histopatoldgicas de los canceres mencionados. Se utilizaron
laminas de carcinoma oral de células escamosas, carcinoma mucoepidermoide y tejido sano. Las dimensiones
fractales se adquirieron utilizando el método de conteo de cajas. El andlisis de las dimensiones fractales de los nicleos
de carcinoma de células escamosas (grado bajo e intermedio) no revel6 diferencias significativas entre los grupos. En
cuanto a las dimensiones fractales medias de los nucleos de las muestras de carcinoma mucoepidermoide (control,
moderado y bien diferenciado), el andlisis mostré que habia una diferencia significativa entre los grupos de control y
el carcinoma de células escamosas 40x moderadamente diferenciado, con p<0,05. También se identificO una
diferencia significativa entre el control y el carcinoma mucoepidermoide bien diferenciado 40x, con p<0,001. No se
observé significacion estadistica entre los grupos de carcinoma mucoepidermoide 40x bien diferenciados y 40x
moderadamente diferenciados. Por lo tanto, podemos sugerir que el analisis de la dimensién fractal nuclear es una
herramienta Gtil para diagnosticar rapidamente estas condiciones.

Palabras clave: Carcinoma mucoepidermoide; Carcinoma oral de células escamosas; Dimension fractal;
Morfometria.

1. Introducéo

De acordo com estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), para cada ano do biénio 2020-2021 serdo
diagnosticados no Brasil 15.810 novos casos de cancer de boca, sendo o 5° tipo de cancer mais frequente em homens e o 13°
em mulheres no ano de 2008, causando 36 milhdes dos Gbitos (63%). Em 2018, foram estimados 354.864 novos casos de
canceres de labio e cavidade oral em &mbito mundial, responsaveis por 177.384 6bitos no mesmo periodo (Bray F et al, 2018;
INCA, 2019). O céancer de boca atinge uma faixa etaria jovem, com maior propor¢do dos casos entre as idades 40 e 60 anos,
periodo em que os individuos ainda podem ser bastante produtivos (Borges et al., 2009).

Dentre os canceres de boca, o carcinoma espinocelular oral (CEC), também denominado de carcinoma de células
escamosas, € a neoplasia maligna que mais acomete a cavidade bucal e, quando nao € diagnosticado precocemente, apresenta

prognostico comprometido. A cada ano, ocorrem 300.000 casos novos de CEC bucal, em pacientes cada vez mais jovens
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(Thomson, 2018). Seu quadro clinico inclui a presenca de células escamosas, normalmente com endurecimento e infiltracdo
periférica, podendo ou néo estar acompanhada de manchas avermelhadas ou esbranquigadas (Valle et al., 2016).

O método diagndstico histopatolégico de CEC é realizado pelo patologista de maneira subjetiva, ndo sendo
empregados até hoje métodos computacionais de analise de imagens que auxiliem no diagnostico e progndstico da doenca.
Quando o diagndstico ndo é feito de maneira correta e precoce, cerca de 50% dos pacientes podem vir a 6bito em um prazo de
5 anos (Thomson et al., 2018).

Do mesmo modo, o carcinoma mucoepidermdide (CME), considerado o tumor idiopatico maligno de glandulas
salivares mais comum, também é diagnosticado a partir de observagdes anatomopatoldgicas subjetivas, sem a implementagao
de métodos matematicos de analise de imagens (Santos et al., 2012; Thomson et al., 2018). Este tipo de carcinoma é
caracterizado pelo crescimento intra dsseo dos maxilares, sendo mais comum em mulheres de meia idade, tendo a mandibula
como a regido mais acometida. Clinicamente, pode ocorrer de forma lenta, geralmente assintomatica, associada a ulceragdo
superficial e parestesia, podendo apresentar a coloragdo azul ou vermelha nas lesdes (Santos et al., 2012). Acometem
frequentemente as glandulas salivares maiores, contudo, as glandulas menores também podem ser afetadas e, quando isso
acontece, a regido envolvida geralmente é o palato (Pires et al., 2002; Santos et al., 2012).

Atualmente, existem varios métodos de diagnostico para neoplasias localizadas em boca e orofaringe, a exemplo de
radiografias, tomografias e ultrassonografias (Bagan; Scully, 2008). Contudo, ainda se tem como padrdo ouro para a
confirmacdo de diagnostico, a realizacdo da bidpsia associada a anéalise anatomopatoldgica subjetiva, realizada por patologista
(Favero et al., 2007).

Sabe-se que 0s canceres se originam de alteracBes genéticas que, por vezes, repercutem na estrutura global da
cromatina no nacleo das células, o que pode ser evidenciado como alteragdes morfoldgicas visiveis ao microscopio e descritas
pelo patologista. No entanto, métodos morfométricos atuais que avaliam a textura por meio da dimensao fractal podem vir a
ser ferramentas complementares e objetivas para se mensurar a alteracdo dessas estruturas, auxiliando no diagnostico de
alterac6es como melanomas, canceres de mama e linfomas (Metze, 2013).

A andlise fractal se baseia na irregularidade das estruturas que ndo possuem dimensdes inteiras, tal como na geometria
euclidiana, e sim em dimensdes fracionarias que podem ser medidas por técnicas especiais, como o método de box-counting
(contagem de caixas). Sendo assim, a dimensdo fractal do nicleo da célula forneceria um valor numérico que estaria associado
a lesdo ou mesmo ao estadiamento (Metze, 2013). Nesse sentido, o calculo da dimenséo fractal se mostra uma ferramenta com

potencial para auxiliar o profissional da satde no diagnéstico de CEC e CME.

2. Metodologia
2.1 Comité de Etica

A pesquisa foi aprovada pelo Comité Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob n°
41082620.8.0000.5208. Os procedimentos para coletas e pesquisa do material foram em parceria com o Departamento de
Clinica e Odontologia Preventiva, através do Laboratorio de Patologia Oral e Biofisica da UFPE. Foram utilizadas 1aminas de

Carcinoma Espinocelular Oral (CEC), Carcinoma Mucoepidermoide (CME) e de tecidos sadios.

2.2 Delineamento Experimental

Foram capturadas 150 imagens de células. Os grupos foram divididos da seguinte maneira:

e Grupo Controle (GC): foram analisadas 30 imagens de 1 paciente (totalizando 30 imagens) para calculo da DF

(dimenséo fractal) do ndcleo das células.
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e GRUPO CEC (GCECQ): este grupo foi subdividido em 2 subgrupos (CECI, CECII), conforme abaixo:
o GCECI (bem diferenciado): foram analisadas 30 imagens de 1 paciente, (30 imagens ao total);
o GCECII (moderadamente diferenciado): foram analisadas 30 imagens de 1 paciente, (30 imagens ao
total);

e Grupo CME (GCME): este grupo foi subdividido em 2 subgrupos (CMEI, CMEII), conforme abaixo:
o GCMEI (baixo grau): foram analisadas 30 imagens de 1 paciente, ( 30 imagens ao total);

o GCMEII (grau intermediario): foram analisadas 30 imagens de 1 paciente, (30 imagens ao total);

2.3 Obtencgéo de imagens
(Vé se as informac8es aqui estao corretas)

Para o presente estudo, foram selecionadas duas laminas de cada caso de CEC e CME disponibilizadas pelo
Departamento de Clinica e Odontologia Preventiva, através do laboratério de Patologia Oral da UFPE, onde foram
caracterizadas pela determinagdo do grau histopatoldgico de malignidade em uma série de casos de CEC e CME, obtidos dos
arquivos do referido laboratério. Foram incluidas Iaminas apenas dois casos de CEC e CME provenientes de resseccles

cirtrgicas (que pertencem ao banco de laminas do laboratério).

2.4 Andlise de Dimensdo Fractal

Utilizou-se a técnica morfométrica de dimenséo fractal através do método de “Box-Counting” (Contagem de Caixas)
para analisar imagens de pacientes com Carcinoma Espinocelular Oral (CEC) e Carcinoma Mucoepiderméide (CME) para
estimar a complexidade das estruturas celulares, identificando o grau de rugosidade e textura das células normais e alteradas,
permitindo o diagnostico e a possivel identificacdo do grau de severidade da lesdo (i.e., bem diferenciado e moderadamente
diferenciado, podendo estes graus de lesdo estarem relacionados ao progndstico dos pacientes).

A dimensdo fractal é obtida pelo método de contagem por caixas, no qual, a partir do uso de quadrantes que cobrem a
imagem, sdo contabilizados o nimero de caixas que cobrem pelo menos um pixel da imagem (N(r)), conforme descrito em
Xavier et al. (2018). Repete-se o procedimento com caixas de tamanhos diferentes, e entdo é tracado um gréfico duplo log de
N(r) em funcdo de r (lado das caixas). A inclinagdo da reta com o sinal invertido é a dimensdo da estrutura, obtida pela

expressdo abaixo:
D- |irp[log N(g)/log(l/ )]

Onde N(g) é o numero minimo de cubos elementares para cobrir a imagem digitalizada e € é a dimensdo linear do

cubo elementar (Nussenzveig, 1990; Timbo, 2009).

2.5 Analises de Estatisticas
Os resultados foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk, com isso foi realizado o teste ANOVA, com o Post-Hoc de

Tukey, que é paramétrico, realizado no GraphPad Prim 7.0, adotando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

3. Resultados
3.1 Obtencéo de imagens
As laminas do grupo controle e dos grupos com as lesdes foram analisadas e as imagens de nucleos capturadas,

conforme a Figura 1 a seguir.
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Figura 1: Fotomicrografias do ndcleo dos casos de CEC e CME provenientes de ressecgdes cirdrgicas (que pertencem ao
banco de laminas do laboratdrio). A: grupo controle; B: grupo CEC bem diferenciado; C: grupo CEC moderadamente

diferenciado; D: grupo CME baixo grau; E: grupo CME grau intermediério.

Fonte: Autores (2022).

3.2 Anélise de Dimensdo Fractal do nucleo
As imagens microscopicas de cada nucleo foram analisadas no software ImageJ quanto a dimensao fractal (Figuras 2 e 3),

seguindo a metodologia citada acima.

Figura 2: Média das dimens0es fractais dos nicleos entre os grupos CME de baixo grau e grau intermediario.

CME
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Fonte: Autores (2022).

Na Figura 2, verifica-se que ndo houve diferenca significativa entre os grupos analisados.
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Figura 3: Média das dimensGes fractais dos nucleos entre os grupos controle e CEC moderadamente e bem diferenciado.
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Fonte: Autores (2022).

A andlise demonstrou que houve diferenca significativa entre os grupos controle e o CEC moderadamente
diferenciado 40x, com p<0,05. Também foi identificado que houve diferenca significativa entre o controle e o CEC bem
diferenciado 40x, com p<0,001. N&o foi vista significancia estatistica entre os grupos CEC moderadamente diferenciados 40x
e 0 CEC bem diferenciado 40x.

4. Discussao

O DNA gendmico em células eucaridticas é basicamente dividido em cromossomos, cada um consistindo de uma
Unica fibra nucleossémica. A estrutura e dindmica da cromatina desempenha um papel critico em todos 0s processos
envolvidos no metabolismo do DNA, como: replicacdo, transcri¢do, reparo e recombinacdo (Lavelle, et al., 2014). Territdrios
cromossdmicos (TCs) constituem uma caracteristica importante da arquitetura nuclear (Cremer, Thomas; Cremer, Marion.,
2010).

Yakirevich, Evgeny et al. (2010) ao analisar a forma dos nicleos por dimenséo fractal de CME, observaram que 0s
nlcleos dos CME possuiam tamanho pequeno e menos cromatina aglomerada (p <0,05). O atual trabalho evidenciou que ndo
houve diferenca significativa entre os grupos CME de baixo e grau intermediario. A andlise morfométrica mostrou alta
sensibilidade e especificidade quanto ao perimetro e dimensdo fractal na discriminacdo entre hepatdcitos neoplasicos e néo
neoplasicos, apresentando capacidade de replicacdo inter-observadores (Santos, Jordan Boeira dos. 2021). Indicando assim,
que a dimensdo fractal pode ser uma ferramenta essencial como método alternativo ou complementar para o diagndstico.

Goutzanis, L. et al., (2008) utilizaram a DF para avaliagdo dos nucleos de carcinoma de células escamosas

diferenciado de boca: normal, bem — moderadamente, moderadamente, moderadamente pobre e pobre. Descobriu que ha uma
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diferenca consideravel no valor médio de DF nuclear entre os quatro estagios da doenga e o grupo de controle. Geralmente,

ndo foram observadas diferencas entre o grupo controle e o estagio I, nem entre os estagios Il e II1, 11 e IV, 1ll e IV (todos p >

0,05). Corroborando com o presente estudo o qual foi observado que a presente analise demonstrou que houve diferenca

significativa entre os grupos controle e 0 CEC moderadamente diferenciado 40x, com p<0,05. Também foi identificado que

houve diferenca significativa entre o controle e 0 CEC bem diferenciado 40x, com p<0,001. N&o foi identificado significancia

estatistica entre os grupos CEC moderadamente diferenciado 40x e 0 CEC em diferenciado 40x.

Goutzanis, L. et al., (2008) comprovaram que existe diferenca estatisticamente significativa no valor médio de DF
nuclear entre os diferentes graus de diferenciacdo tumoral e o grupo controle. Mincione, Gabriella et al., (2015) também
observaram diferencas significativas na DF de CECs assim como D'Addazio, G. et al., (2018). Além disso, diferentes
graus de diferenciacao tumoral mostraram uma diferenca significativa nos valores médios de FD nuclear (p= 0,001). Estes
resultados estdo de acordo com o presente estudo, visto que foi encontrado que houve diferencga significativa entre os
grupos controle e 0 CEC moderadamente diferenciado.

De maneira geral, entretanto, os valores de DF mostraram-se menores no grupo controle e nas neoplasias bem
diferenciadas, ao passo que se mostraram maiores nos tumores menos diferenciados (Goutzanis, L. et al., (2008), resultado
este que ndo corrobora com o presente estudo, o qual pode ser visto na Figura 3, que a DF encontra-se maior no grupo
controle e menor nos grupos CEC moderadamente diferenciado e o CEC bem diferenciado, indicando uma perda de
complexidade dessas estruturas com a diferenciacdo do tumor. Entretanto, outro estudo analisou que entre as covariaveis
clinicas avaliadas, o estagio alto foi significativamente associado a escores de DF baixos (Bose, Pinaki et al., 2015),
corroborando com o resultado do presente estudo.

Ao investigar as qualidades fractais de células hematoldgicas normais e malignas e seu potencial como uma
ferramenta para caracterizar o fenotipo celular e o comportamento clinico, foi encontrado que, diferente das células
estudadas do presente estudo, as células sanguineas apresentaram um aumento da dimenséo fractal nuclear (Mashiah, Adi
et al., 2008). Na busca para saber se a dimenséo fractal da cromatina nuclear medida em preparacdes histoldgicas de rotina
de melanomas malignos poderia ser um fator prognéstico para a sobrevivéncia, Bedin, Valcinir et al. (2010) encontrou que
a dimens&o fractal da cromatina nuclear foi incluida como fator prognéstico independentes no modelo final de regresséo. O
aumento da DF nuclear encontrada nos melanomas mais agressivos é o equivalente matematico de uma maior
complexidade da arquitetura da cromatina. Dessa forma, ha fortes evidéncias de que a DF da textura da cromatina nuclear
é uma varidvel nova e promissora em modelos prognosticos de melanomas malignos (Bedin, Valcinir et al. 2010).

Em contrapartida, células de cancer de mama quando entram em apoptose ocorre uma redugao geral da dimenséao
fractal. A maioria dos componentes nucleares sofre mudancas ultraestruturais, incluindo marginalizacdo e condensacéo da
cromatina, reduzindo significativamente suas dimensfes fractais, principalmente em células abertamente apoptdticas
tratadas com calcimicina 1 uM por 72 h. Portanto, as analises fractal e GLCM confirmam que a reorganizacdo morfolégica
dos nucleos, atribuivel a uma perda de complexidade estrutural, ocorre no inicio da apoptose (Einstein, Andrew J.; et al.,
1998; Losa, Gabriele A.; Castelli, Christian., 2005).

Algoritmos de diagndstico auxiliados por computador podem se beneficiar do uso de dados; valores de corte

especificos podem produzir ~ 99% de especificidade no diagnéstico de cancer de mama. Além disso, por permitir avaliar a

complexidade tecidual, esta ferramenta pode ser utilizada para compreender a progresséo das alteragGes histolégicas no cancer

(Da Silva, Lucas Glaucio et al., 2021).

Ao quantificar essa anormalidade estrutural no tumor aplicando anélise fractal & imagem de tomografia

computadorizada com contraste (CE-CT) e avaliar seu valor de biomarcador para predizer a sobrevida de pacientes com cancer

gastrico tratados, foi visto que A andlise fractal por TC pode ser um biomarcador Util para pacientes com cancer gastrico,
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refletindo sobrevida e caracteristicas clinico-patoldgicas (Watanabe, Hiroki et al., 2021).

Outro estudo aponta que o DF seria um recurso adicional para discriminar nédulos benignos de malignos. Uma
amostragem maior é agora necessaria para confirmar a possivel utilizagdo do DF no diagndstico de cancer de tireoide na
prética clinica (Lothaire, Philippe et al. 2021). A analise da geometria fractal da ressonancia magnética cerebral identificou
pacientes em risco de aumentar sua incapacidade nos proximos cinco anos. Houve uma diminuic¢do significativa na dimenséo
fractal e aumento da lacunaridade em diferentes regides do cérebro ao longo dos 5 anos de acompanhamento. A dimensédo
fractal cortical mais baixa aumentou o risco de acimulo de incapacidade para a Escala Expandida de Status de Incapacidade
(Roura, Eloy et al., 2021).

Qualquer método de imagem clinica ndo pode refletir totalmente as microestruturas histolégicas do osso. Avaliar a
analise fractal juntamente com os resultados clinicos pode demonstrar adequada cicatrizagcdo 0ssea e qualidade antes da
colocacdo do implante. A anélise fractal € um método ndo invasivo e reprodutivel, mas estudos clinicos prospectivos,
randomizados e controlados adicionais sdo necessarios para estimar a qualidade dssea antes da colocagdo do implante (Kaba,
Yusuf Nuri et al., 2022).

5. Considerac0es Finais
Baseado nos nossos resultados, podemos sugerir que a utilizacdo da dimensdo fractal nuclear pode ser usada como
ferramenta auxiliar no diagndstico rapido de Carcinoma Mucoepiderméide (CME) e Carcinoma Espinocelular Oral (CEC).

Esta pesquisa aponta a necessidade de aprofundarmos outros estudos com um grupo ainda maior de carcinomas orais.
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