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RESUMO

Entre os diversos tipos celulares que constituem o tecido renal destacam-se os
poddcitos, celulas altamente especializadas do glomérulo que envolvem os capilares
e as células vizinhas da capsula de Bowman. O comprometimento genético ou
adquirido dos podécitos pode levar ao desenvolvimento de varias doencas
proteinuricas. A hipotese da deplecao de poddécitos ganhou consideravel atencao na
ultima década, principalmente porque representa um conceito unificador na patologia
renal o qual associa esta condicdo ao desenvolvimento de diversas doencas
glomerulares, especialmente aquelas caracterizadas por glomerulosclerose, que
evoluem para doenca renal cronica. Portanto, vem-se desenvolvendo diversas
metodologias de avaliagcao quantitativa dos poddcitos por meios mais simples e
amplamente disponiveis. Os objetivos do presente estudo foram: 1) verificar o uso
da imuno-histoquimica (IH) como marcacao alternativa a imunofluorescéncia (IF)
para quantificacdo de parametros morfométricos, principalmente a densidade de
podaocitos, em biopsias renais pelo método do Fator de Correcao (VENKATAREDDY
et al., 2014) e 2) apresentar uma avaliagcao automatizada para quantificacao destes
atributos a partir de uma Rede Neural Convolucional. Foram estudados 16 casos de
biépsias renais pré-transplante de doadores falecidos no periodo de 2016 a 2018. As
amostras foram marcadas com IH através de anticorpo nuclear anti-WT1 (tumor de
wilm’s tipo 1). Esta marcacdo mostrou-se capaz de apresentar resultados de
densidade podocitaria semelhantes aos referidos pela literatura atraves da IF, com
Coeficiente de Variacdo entre os estudos de 14%. Verificou-se que a IH com
anticorpo anti-WT1 demonstrou uma marcacdo com amplo espectro de
apresentacdo dos pixels pertencentes as imagens dos nucleos, caracterizada por
grandes variabilida-des de pigmentacado entre individuos, entre glomérulos do
mesmo individuo e dentro de um mesmo glomérulo. Este fator acrescentou
dificuldade e mais tempo ao processo de reconhecimento pelo profissional. No
desenvolvimento da Rede Neural Convolucional (U-net: Convolutional Networks for
Biomedical Image Segmentation) foram utilizadas 122 imagens glomerulares com
2.977 imagens de nucleos de poddcitos. Onde vetores de caracteristicas foram
extraidos de 80% das imagens selecionadas aleatoriamente para treinamento do
modelo de Aprendizado de Maquina e os 20% restantes foram utilizados na Rede
Neural para obter as métricas desejadas. A construcao da Rede Neural foi baseada
nos critérios de melhor desempenho observados em relacdo a sensibilidade e
precisdo no reconhecimento de pixels pertencentes as imagens de nucleos
poddcitos. Todas as 6 variaveis morfologicas testadas de forma pareada nao
apresentaram diferencas estatisticas entre o processo de podometria manual e o
uso da Rede Neural. A similaridade entre as mascaras binarias da marcagao manual
e da rede neural foi de 89%, medida pelo Coeficiente de Jaccard. Conclui-se que a
Rede Neural apresentou um desempenho relevante para identificacdo e contagem
de nucleos de podécitos, assim como para a medida dos diametros nucleares. Além
disso, houve vantagem significativa na otimizagcado do processo manual pela reducao
de tempo e esforco gasto nesta atividade. Considerando que o processo de
Aprendizado de Maquina pode ser progressivamente melhorado com insercao de
mais informag¢des a Rede Neural, observa-se um grande potencial deste modelo a



medida que for alimentado com maior niumero de imagens e/ou utilizacao de
biomarcadores mais especificos.

Palavras-chave: Podécitos. Imno-Histoquimica. Glomerulonefrite. Aprendizado
Profundo.



ABSTRACT

Among the various cell types that make up renal tissue are podocytes, highly
specialized glomerulus cells that surround the capillaries and neighboring Bowman
capsule cells. Genetic or acquired involvement of podocytes can lead to the
development of various proteinuric diseases. The hypothesis of podocyte depletion
has gained considerable attention in the last decade, mainly because it represents a
unifying concept in renal pathology which associates this condition with the
development of several glomerular diseases, especially those characterized by
glomerulosclerosis, which evolve to chronic kidney disease. Therefore, several
methodologies for quantitative evaluation of podocytes by simpler and widely
available means have been developed. The objectives of the present study were: 1)
to verify the use of immunohistochemistry (IH) as an alternative marker to
immunofluorescence (IF) to quantify morphometric parameters, especially podocyte
density, in renal biopsies by the correction factor method (VENKATAREDDY et al.,
2014) and 2) present an automated evaluation for quantification of these attributes
from a Convolutional Neural Network. Sixteen pre-transplant renal biopsy cases from
deceased donors from 2016 to 2018 were studied. Samples were labeled with IH by
anti-WT1 nuclear antibody (wilm’s tumor type 1). This marking was able to present
podocyte density results similar to those reported in the literature through IF, with a
coefficient of variation between studies of 14%. IH with anti-WT1 antibody was found
to have a broad spectrum labeling of the pixels belonging to the nucleus images,
characterized by large pigmentation variability between individuals, between
glomeruli of the same individual and within the same glomerulus. This factor added
difficulty and more time to the process of recognition by the professional. In the
development of the Convolutional Neural Network (U-net: Convolutional Networks for
Biomedical Image Segmentation), 122 glomerular images with 2,977 podocyte
nucleus images were used. Where feature vectors were extracted from 80% of the
randomly selected images for Machine Learning model training and the remaining
20% were used in the Neural Network to obtain the desired metrics. The construction
of the Neural Network was based on the best performance criteria observed
regarding the sensitivity and precision in the recognition of pixels belonging to
podocyte nucleus images. All 6 morphological variables tested pairwise showed no
statistical differences between the manual podometry process and the use of the
Neural Network. The similarity between binary markers and neural network masks
was 89%, as measured by the Jaccard Coefficient. It was concluded that the Neural
Network presented a relevant performance for podocyte nucleus identification and
counting, as well as for the measurement of nuclear diameters. In addition, there was
a significant advantage in optimizing the manual process by reducing the time and
effort spent on this activity. Considering that the Machine Learning process can be
progressively improved by inserting more information into the Neural Network, a
great potential of this model is observed as it is fed with more images and / or use of
more specific biomarkers.

KeyWords: Podocytes. Immunohistochemistry. Glomerulonrphritis. Deep Learning.
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1 INTRODUGAO

As doencas glomerulares, primarias ou secundarias, sao responsaveis por
cerca de 80% dos casos de Doencas Renais Crénicas (DRC) e o mecanismo de
deplecédo de poddcitos descrito na maioria destas patologias esta relacionado a
progressdo da doenca renal. Na pratica clinica, as ferramentas utilizadas para
identificacdo de risco, predicao de desfecho e prevencdo da progressdo da DRC
ainda sao muito frageis. Portanto, metodologias para estimativa de nimero, tamanho
e densidade de podécitos em bidpsias de rotina, associados a outros achados
laboratoriais que estimam a perda de podécitos vém se tornando ferramentas
importantes para novos conhecimentos capazes de melhorar os desfechos na DRC
e reduzir custos em saude (KIKUCHI et al., 2015). A doenca renal crénica (DRC) em
estagio final € um dos maiores problemas em saude publica mundial, custando em
paises desenvolvidos como os Estados Unidos cerca de 40 bilhées de délares por
ano, equivalente a 7% dos gastos do seguro saude nacional. De acordo com o
Inquérito Brasileiro de Dialise Cronica 2017, o numero total estimado de pacientes
em dialise foi de 126.583, a prevaléncia global foi de 610 pacientes por milhdo de
habitantes, com aumento de 20% nos ultimos 5 anos e a presenca de 31.226
pacientes (24%) em lista de espera para transplante renal. Verificou-se que 82% dos
gastos com o tratamento foi pago pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e que as
unidades de dialise funcionaram com 85% da sua capacidade total (THOME et al.,
2018).

Entre os diversos tipos celulares que constituem o tecido renal destacam-se
os podédcitos, células altamente especializadas do glomérulo que envolvem os
capilares e as células vizinhas da capsula de Bowman. Quando se trata de filtragao
glomerular, os podécitos desempenham um papel ativo na prevencao da saida de
proteinas plasmaticas para o ultrafiltrado urinario, fornecendo uma barreira que
compreende as fendas de filtracao entre os pedicelos. O comprometimento genético
ou adquirido dos podécitos pode levar ao apagamento dos pedicelos (fusdo de
poddcitos ou retragdo), uma caracteristica morfolégica comum de varias doencgas

renais proteinuricas (REISER; ALTINTAS, 2016). O estresse podocitario pode iniciar



15

um dano glomerular induzindo a lesées de outras ceélulas. Estudos tém mostrado
gque os poddcitos possuem propriedades de células imunes e podem estar
envolvidos ha imunidade adaptativa, além de possuirem caminhos para sinalizacao
de respostas imunes inatas as quais geralmente resultam em lesdes nos proprios
poddcitos (XIA et al., 2017).

As glomerulopatias sao doencas renais com diferentes subtipos histopatoldgi-
cos. Além de crucial para o diagnéstico, a avaliacdo microscopica pode oferecer
dados progndésticos e proporcionar orientacao para o tratamento (COSTA et al.,
2017). As lesbes podocitarias sao precisamente observadas através da microscopia
eletrénica (ME), na qual é possivel identificar alteracdes qualitativas classicas na
morfologia dos pedicelos. Porém, esta técnica é extremamente complexa, cara e
raramente disponivel nos laboratorios de patologia. Diversas metodologias de
avaliacao quantitativa dos podocitos estdo sendo desenvolvidas por meios mais
simples e amplamente disponiveis como a microscopia 6ptica (MO) e, geralmente,
com identificacdo pela técnica de imunofluorescéncia (IF) através de marcacao
nuclear e/ou citoplasmatica por anticorpos direcionados a proteinas especificas
destas células (LANE et al., 1992), (LEMLEY et al., 2013), (VENKATAREDDY et al.,
2014; WHITE; BILOUS, 2004). A Imuno-histoquimica (IH) € uma técnica de
identificagdo de proteinas em tecidos biolégicos de forma semelhante a IF, no
entanto, utiliza espécimes de bidpsia parafinados e fixados com formalina. Apesar
das limitagdes quando utilizada na avaliagdo diagndstica de rotina em patologias
glomerulares, a IH demonstra ser um método promissor e satisfatério na avaliacao
quantitativa de tipos celulares especificos, como os poddcitos, com menor exigéncia
técnica e melhor disponibilidade do material para replicagdo (SEKULIC; PICHLER
SEKULIC, 2013).

A hipétese da deplecao de podécitos ganhou consideravel atencao na ultima
década, principalmente porque representa um conceito unificador na patologia renal
o qual associa esta condicdo ao desenvolvimento de diversas doencas
glomerulares, especialmente aquelas caracterizadas por glomerulosclerose.
Portanto, € de fundamental importancia quantificar os glomérulos e seus podécitos

de maneira acurada (sem viés) e precisa (baixa variancia). Surpreendentemente,
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este processo provou-se ser dificil e controverso (PUELLES; BERTRAM, 2015).
Uma variedade de métodos tém sido usados nos ultimos 20 a 30 anos para estimar
0 numero de podécitos, com diversas vantagens e desvantagens, e todos eles sdo
considerados métodos estereologicos. Este termo refere-se originalmente a
abordagens praticas de imagens para a quantificacao tridimensional de estruturas
baseadas em medidas bidimensionais, atualmente muito aplicado na quantificacao
de particulas de interesse médico e bioldégico. Os métodos estereoldgicos podem ser
divididos em duas categorias amplas: baseadas em Modelos e em Design
(PUELLES; BERTRAM; MOELLER, 2017). Os primeiros sao assim considerados
porque requerem conhecimento da geometria (tamanho, distribuicao e forma) dos
nucleos podocitarios. Geralmente, os valores para essas caracteristicas geométricas
sao assumidos e nao medidos, e, dado que essas suposi¢cées sao imprecisas, existe
0 potencial para um viés sistematico. A vantagem deste método &€ a menor
complexidade de execuc¢ao e aplicabilidade em amostras teciduais de rotina. Os
métodos baseados em Desigh ndo requerem conhecimento ou suposicdes da
geometria celular e, quando usada corretamente, fornece estimativas imparciais.
Contudo, demandam uma quantidade de tempo maior devido as exaustivas analises
em um volume muito maior de material (tecidos) por mao de obra altamente
capacitada. Desta forma, torna-se impraticavel para a rotina em patologia e destina-
se especialmente as pesquisas (PUELLES; BERTRAM, 2015).

Ao longo da ultima década, aumentos dramaticos no poder computacional e
na evolucdo dos algoritmos de analise automatizada de imagens permitiram o
desenvolvimento de abordagens assistidas por computador para o auxilio no estudo
de dados e no diagnéstico em histopatologia de varios tecidos (GURCAN et al.,
2009), HAMILTON et al., 2014). Diversas metodologias para avaliagao das imagens
de poddcitos utilizando ferramentas computacionais sao descritas na literatura, com
capacidade de quantificar o total de ceélulas e sua densidade por extensao
glomerular em cada amostra (LEMLEY et al., 2013; SANDEN et al.,, 2003;
VENKATAREDDY et al., 2014; WHITE; BILOUS, 2004). Estas analises vém sendo
aplicadas a um grande numero de patologias renais proteinuricas devido a

capacidade de quantificar parametros morfométricos teciduais importantes que estao
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relacionados a fisiopatologia e avaliagao clinico-laboratorial destas doencas (HARA
et al, 1998; RATHORE et al, 2012; WAGROWSKA-DANILEWICZ;
STASIKOWSKA; DANILEWICZ, 2006).

E muito importante ampliar os estudos acerca das modalidades diagnésticas,
principalmente aquelas capazes de estimar o prognostico da lesao, avaliar extensao
dos danos teciduais ou identificar alteragcdes celulares especificas associadas a pa-
togenia da doenca. A utilizacado de métodos computacionais, através de técnicas de
Processamento de Imagens, no auxilio ao diagnostico visa diminuir a subjetividade
da avaliacdo e classificacao realizada pelo médico patologista, oferecer maior
quantidade de informacgdes, melhor confiabilidade e otimizar o tempo de analise dos
dados (BARISONI; HODGIN, 2017). Portanto, a problematica do nosso estudo
envolve o seguinte questionamento: 1) E possivel estabelecer técnicas
automatizadas de Processamento de Imagens Digitais e/ou Visao Computacional
para avaliacdo de parametros morfométricos de podécitos marcados com imuno-

histoquimica?
11  Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Automatizar etapas manuais do processo de avaliagdo morfométrica de

poddcitos marcados por imuno-histoquimica.
1.1.2 Objetivos Especificos

1) Verificar o uso da imuno-histoquimica como marcacido alternativa a
imunofluorescéncia para quantificacdo de parametros morfométricos de
poddcitos em tecido renal humano normal.

2) Apresentar um meétodo automatizado na avaliagcdo de imagens em
patologia renal para quantificacdo de atributos (niumero e densidade
glomerular) de células podocitarias em tecido renal normal, baseado no
uso de uma Rede Neural Convolucional.
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3) Verificar se o desempenho do método proposto, avaliado através da
aplicacao de métricas quantitativas, apresenta capacidade discriminativa
semelhante ao processo manual.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA E TRABALHOS RELACIONADOS
INTRODUCAO

Nesta secio foi realizada uma revisdo de conceitos e publicagdes associados
a avaliagdo em patologia renal, ao conceito de podécitos e alteragdes
fisiopatolégicas decorrentes das disfungdes destas células e a importancia e
aplicabilidade de métodos de avaliacao quantitativa. Foi descrita a metodologia do
artigo base da pesquisa e resultados de outros estudos que envolveram analise
morfométrica de podécitos (podometria). Por fim, foram apresentadas algumas
evolucbes das técnicas de Processamento de Imagens Digitais e/ou Visao
Computacional aplicadas em microscopia, especialmente as relacionadas ao uso de

Aprendizado de Maquina para estudos de biomarcadores teciduais.
21 Avaliagcao Anatomopatolégica do Tecido Renal

A histopatologia € um importante recurso diagndstico na pratica médica e
caracteriza-se pelo estudo das alteragdes estruturais e morfolégicas das células e
dos tecidos causadas por doencas. Esta analise é realizada por imagens
microscépicas obtidas de biopsias que sao submetidas a avaliagcdo visual do
patologista. A rotina de analise diagnéstica das biopsias renais é realizada
contemplando, sequencialmente, os quatro compartimentos representados no rim:
os glomérulos, tubulos, intersticio e os vasos. Glomerulopatias sao enfermidades
gque acometem primariamente os glomérulos estendendo-se, posteriormente, para
os outros segmentos do néfron. Os glomérulos podem ser lesados por diversas
condi¢des intrinsecas ou extrinsecas, podendo ter origem em enfermidades auto-
imunes, reacbes de hipersensibilidade, neoplasias, alteragdes genéticas,
enfermidades metabdlicas ou infec¢cées por virus, bactérias, fungos ou parasitos
(JENNETTE et al., 2015).

Nos ultimos 25 anos, com a evolugao das técnicas de obtencao das amostras
e das avaliagdes microscopicas, a compreensao da patologia renal aumentou muito.
A imunofluorescéncia (IF) € essencial para o diagnéstico da maioria das doencas

glomerulares e é realizada em secdes de bidpsia renal congeladas, frescas e nao
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fixadas. Esse método é considerado padrao-ouro, techicamente simples, rapido e
econémico, no qual anticorpos marcados com fluorocromo contra imunoglobulinas
(IgG, IgA, IgM, kappa e lambda), componentes do sistema complemento (C3, C4,
C1q e C4d) e fibrina sdo aplicados ao tecido renal. Tem como desvantagens a
necessidade de uma estrutura mais complexa para analise (incluindo um
microscopio de imunofluorescéncia e uma sala de campo escuro) e o fato de nao ser
fixada em formol reduz o prazo de viabilidade da amostra devido a degeneracéo do
tecido, ndo permitindo armazenamento para repeticdo da analise (AGARWAL;
SETHI; DINDA, 2013).

A Imuno-histoquimica (IH) € uma técnica de identificacdo de proteinas em
tecidos biologicos por meio da reacao de anticorpos, mono ou policlonais, com o0s
antigenos (proteinas) em bidpsias. Também é muito utilizada na pesquisa basica,
através do estudo da localizacdo e distribuicao dos biomarcadores (AGARWAL,;
SETHI; DINDA, 2013). A sua utilizacao na rotina para avaliacao qualitativa ou
diagnéstico das patologias glomerulares nao € comum, visto que a sensibilidade, a
especificidade e os valores preditivos em espécimes de bidpsia renal parafinados
com formalina sdo mais baixos em relacao a IF. Isto ocorre provavelmente pelas
dificuldades técnicas desde a coloracéo de fundo, tempo de bloqueio de anticorpo,
desempenho da digestdo enzimatica e aquecimento para recuperagao dos
antigenos (RATHORE et al., 2012). Contudo, para fins direcionados a identificacéo e
avaliacao tecidual quantitativa de determinadas células utilizando anticorpos
especificos, como nos poddcitos através do anti-WT1 (anticorpo anti-proteina do
Tumor de Wilms - 1), a imuno-histoquimica mostra-se uma técnica satisfatéria e
confiavel que exige menor complexidade na aquisicdo de imagens e permite maior
disponibilidade de tempo para avaliacdo do material biolégico devido a conservagao
das laminas (SEKULIC; PICHLER SEKULIC, 2013).

2.2 Os Podocitos

Os podoécitos sdo células altamente diferenciadas e com arquitetura unica.
Sao compostos de trés partes principais: corpo celular, processos podocitarios

primarios e processos podocitarios secundarios ou pedicelos. Os pedicelos
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interdigitam-se com os processos de outros podécitos adjacentes e formam uma
rede de lacunas estreitas e bastante uniformes, as fendas de filtragéo (Figura 1). As
células endoteliais fenestradas retém as ceélulas sanguineas, mas permitem a
passagem de pequenos solutos € uma membrana basal sobrejacente, menos
permeavel as macromoléculas, rettm em particular a albumina. A dinamica do
citoesqueleto e a plasticidade estrutural dos podoécitos, bem como a sinalizagao
entre cada uma dessas camadas distintas, sdo essenciais para uma filtracdo
glomerular eficiente e, portanto, para uma funcdo renal adequada (REISER,;
ALTINTAS, 2016).

2.2.1 Lesao de Poddcitos

Os podoécitos cobrem a camada externa da membrana basal glomerular
(GBM), desempenhando um papel crucial na regulacao da funcao glomerular, e a
lesdo podocitaria € uma caracteristica essencial das doencas glomerulares
progressivas (CHENG; HARRIS, 2010). A sindrome nefrética (SN) € uma condigao
patolégica decorrente do aumento da permeabilidade capilar glomerular as proteinas
plasmaticas e mantifesta-se clinico-laboratorialmente por proteintria acima de
3,59/1,73m2 de superficie corpérea/dia, com consequente hipoalbuminemia e
edema (DANTAS et al.,, 2012). A pato-génese da proteinuria na SN tem sido
associada as vias de natureza mecanica no glomérulo renal que envolvem a fungao
das células epiteliais viscerais, os podécitos.

Estudos recentes indicam que o dano podocitario local pode se espalhar para
induzir lesdo em podocitos sadios e afetar células endoteliais e mesangiais
glomerulares. Este fato implica que até uma lesao limitada de podécitos pode iniciar

um circulo vicioso de dano glomerular progressivo. (GARG, 2018).
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Figura 1 - Micrografia eletrénica de varredura de capilares glomerulares de ratos normais.
O espaco urinario da parede capilar é coberto pelos processos podocitarios
ramificados. P = processo podocitario primario, FP = processo podocitario
secundario, pedicelos. Rim de rato, ampliagao 6.000x.

Fonte: Elaborado pelo autor - Adaptado de PAVENSTADT, 2003.

Portanto, os poddécitos s&do consequentemente células alvo no glomérulo para
varios estimulos inflamatérios imunes ou nao imunes, e varios graus de lesao
podocitaria ocorrem em condi¢cdes patolégicas. O podécito lesado & descolado da
membrana basal glomerular (MBG), que esta associada a resposta das ceélulas
endoteliais (lesao/ativacao), incluindo anormalidades nas moléculas de adeséao,
cascata de coagulacéo, expressao do receptor de quimiocinas e peroxidacao lipidica
(Figura 2) (NAGATA, 2016). Estas alteragbes as vezes associam-se ao
desenvolvimento de lesbes extracapilares de glomérulos, como crescentes e
aderéncias, fatores importantes na fibrose glomerular. O acometimento degenerativo
dos podoécitos geralmente é estimado por ME e as alteragcdes patolégicas de podécitos
em doengas glomerulares proteinuricas sao vistas no nivel ultraestrutural como
vacuolizacdo, perda de diafragmas de fenda, fusdo pedicelar e, ocasionalmente,
desprendimento da MBG (HARA et al., 1998).
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Figura 2 - llustragao das consequéncias da injuria podocitaria.
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Fonte: Elaborado pelo autor - Adaptado de NAGATA, 2016.

Em estudos utilizando imagens de tecidos renais foi observado a presenca de
lesao de podécitos contando o numero destas células nos glomérulos através das
marcacgdes padrées em microscopia optica (PAS, H&E e tricromica de Masson). No
entanto, reconheceu-se que a medida do numero de podocitos por MO € bastante
dificil por causa da complexidade da estrutura podocitica e glomerular, o0 que nao é
adequado para pesquisas clinicas. Assim, foi necessario descobrir marcadores
convenientes para estudar de forma especifica o podécito em pacientes com
doencas renais. A proteina do tumor de Wilms -1 (WT1) é um fator de transcricao
envolvido na nefrogénese e diferenciacao de podocitos. No glomérulo maduro, a
expressao de WT1 é restrita ao podécito. Alguns trabalhos utilizaram os anticorpos
policlonais C-terminais WT1 (WT1-C) para marcar espécimes renais e descobriram
que o WT1-C era expresso exclusivamente nos nucleos podocitarios, enquanto os
nucleos das células mesangiais e as células endoteliais eram negativos. Ao usar
este anticorpo anti-WT1, pode-se identificar podécitos de forma precisa através de

microscopia de imunofluorescéncia (Figura 3) (SU et al., 2010). Deve-se notar que o
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anti-WT1 € um biomarcador histolégico comprovado de poddécitos e que a proteina
WT1 é também imuno-histoquimicamente expressa no epitélio glomerular de forma a
nao ser exclusiva e nem especifica em estados de doenca (SEKULIC; PICHLER
SEKULIC, 2013).

Figura 3 - Imunofluorescéncia do anticorpo anti-WT1 nos podécitos de um glomérulo normal.
(A) Localiza¢ao nuclear da proteina WT1 através de um anticorpo C-terminal (WT1-
C). (B) Localizacao citoplasmatica da proteina WT1 através de um anticorpo N-
terminal (WT1-N).

Fonte: Elaborado pelo autor - Adaptado de JIAN SU et al., 2010.

A utilizacao da imuno-histoquimica (Figura 4) para identificacao de podécitos
ja foi documentada em varios estudos envolvendo diversas patologias renais, como
glomerulosclerose segmentar e focal (GESF), nefropatia diabética e Glomerulopatia
de lesdes minimas (GLM), entre outras, (HARA et al., 1998), (WAGROWSKA-
DANILEWICZ; STASIKOWSKA,; DANILEWICZ, 2006). Estas publicagdes tém em
comum o achado da reducao do numero e/ou do citoplasma de podécitos (relativa a
uma areal/volume) nas populagbes portadoras de SN. Este fato demonstra que a
podocitopatia néo se restringe as lesées ultraestruturais classicas presentes na
microscopia eletronica, mas também & um fendmeno quantitativo que pode ser

mensurado pela distribuicao tecidual de biomarcadores (HODGIN et al., 2015).
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Figura 4 - Marcacao de podécitos em rins normais por imuno-histoquimica (biopsia
protocolar pré-transplante). A) Marcac¢ao nuclear com anticorpo anti-WT1 e B)
Marcacao citoplasmatica com anticorpo anti-WT1.
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Fonte: Imagens cedidas pelo Laboratério de Microscopia do Hospital Universitario da UFMA.

2.3 Quantificagao de Podoécitos

A deplecdo de podécitos € um evento central na patogénese de muitas
doencas glomerulares. Por tratar-se de células altamente diferenciadas essenciais
para funcao glomerular normal, com grande longevidade e limitada capacidade de
reposicao, os poddcitos podem ser considerados marcadores ideais da progressao
das doencas glomerulares (KIKUCHI et al., 2015). Sendo assim, métodos para
quantificar a deplecao de poddcitos tém-se tornado mais evidentes. Os métodos
atualmente disponiveis e mais utilizados para quantificar a deplecao de poddcitos,
incluindo a analise das sec¢des transversais glomerulares, sdo os métodos
estereoldgicos. Todos eles tém vantagens e limitagbes. Por isso, consideracbes
tedricas e praticas sao necessarias a selecdo mais apropriada para cada estudo
individual (PUELLES; BERTRAM; MOELLER, 2017).

2.3.1 Deplecao de poddcitos e as doencgas renais

Estudos mostraram que a deplecao de podécitos € suficiente para o desenvol-
vimento de cicatrizes glomerulares (glomeruloesclerose). Se um numero suficiente
de glomérulos tornar-se nao funcional devido a esclerose, pode ocorrer doenc¢a renal

cronica e IRC terminal. Como consequéncia, a hipétese da deplecao do podécito
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tem sido proposta como um principio unificador da patologia glomerular e é
atualmente o foco de muitas pesquisas (PUELLES; BERTRAM; MOELLER, 2017).

Durante o envelhecimento normal do ser humano, os podécitos sao perdidos
numa taxa de 1.7 células por glomérulo por ano. Portanto, um idoso de 80 anos sem
patologias renais ja deve ter perdido em média 25% destas células. Por outro lado,
fisiologicamente temos um aumento progressivo do volume glomerular durante toda
vida, porém mais acelerado na infancia e adolescéncia. Esta combinacao resulta em
reducdo da densidade de podécitos com o envelhecimento e uma hipertrofia
compensatéria como resposta (KIKUCHI et al.,, 2015). A literatura atual descreve
duas formas de deplecao de poddécitos: 1 - Absoluta, quando o numero total de
células por glomérulo diminui e 2 - Relativa, quando nao ha redugcao no numero de
poddcitos, mas ha aumento na area de superficie de filtracao glomerular (ou volume
glomerular) que leva a uma reducao efetiva na densidade celular. Contudo, tanto a
deplecao absoluta quanto a relativa sdo suficientes para o desenvolvimento da
glomerulosclerose (WANNER et al., 2014). Quando se tem uma densidade de
poddécitos menor que 100 células por 106mm3 de volume glomerular € necessario
uma resposta compensatoria extrema através de hipertrofia celular que
inevitavelmente resultara em estresse podocitario com perda de proteinas atraves
das fendas de filtragéo, fusdo dos processos podocitarios e posteriormente colapso
do tufo glomerular com esclerose (KIKUCHI et al., 2015).

Outros estudos revelam que um limiar de deplecao de podécitos foi
encontrado antes do desenvolvimento de alteragdes patoldgicas. Por exemplo, no
caso de deplecao absoluta de podécitos, a perda de menos de 20% dos poddcitos
levou a expansao mesangial, mas sem alteragcées na fungao renal, enquanto a perda
de mais de 40% dos podécitos levou a glomerulosclerose segmentar e focal e a
funcao renal reduzida (WANNER et al., 2014). Também ja foi documentado que a
baixa densidade glomerular de podécitos esta associada: (1) ao aumento do volume
glomerular entre pacientes com nefropatia por IgA e glomerulopatia relacionada a
obesidade, (2) a progressdo da nefropatia por IgA e nefropatia membranosa
idiopatica e (3) a reducao da res-posta a corticoterapia em adultos portadores de
sindrome nefrética por lesdo minima (PUELLES; BERTRAM, 2015).
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Estas descobertas demonstraram o valor da capacidade de quantificar a
deplecéo de poddcitos com precisdo na obtencéo de informacdes importantes sobre

a fisiopatologia glomerular.
2.3.2 Métodos estereoldgicos para quantificacdo da deplecao de poddcitos

O termo estereoldgico € derivado do grego e refere-se a “ciéncia do estudo
dos sélidos”. Existem 2 categorias de métodos que sao utilizados para quantificacao
de podécitos: (1) método baseado em Modelo e (2) método baseado em Design
(PUELLES; BERTRAM; MOELLER, 2017).

1) Os primeiros métodos estereoldgicos para contagem de particulas foram
meétodos baseados em Modelos executados em se¢des unicas. A estrutura
do modelo, expressa em termos de probabilidade geométrica, é o conjunto
de suposicdes feitas sobre as caracteristicas geométricas das particulas
em questao, tais como os pressupostos de que os tufos glomerulares sao
esféricos, os podécitos sdao uniformemente distribuidos pelos glomérulos,
ou 0s nucleos podocitarios tém uma forma especifica. No entanto, na
medida em que as suposi¢cbes se desviam sistematicamente do estado
atual das coisas, as estimativas obtidas serao enviesadas. Portanto, faz-se
necessario nestes métodos a introducdo de fatores de correcido na
equacao geral de estimativa de densidade de particulas (LEMLEY et al.,
2013). Os métodos baseados em Modelos mais utilizados sao os de Weibel
e Gomez (WEIBEL, GOMEZ, 1962) e do Fator de Correcao
(VENKATAREDDY et al., 2014). Estes métodos sao particularmente Uteis
gquando estao disponiveis quantidades limitadas de tecido (por exemplo,
bidpsias renais). Além de varias medi¢cdes em secdes, o método de Weibel
e Gomez (1962) requer conhecimento da distribuicdo do tamanho nuclear
do poddcito e da forma nuclear. Esses valores sao dificeis de obter e,
portanto, sdo tipicamente assumidos, potencialmente introduzindo viés. O
método descrito por Venkatareddy et al. (2014) baseia-se na medicao
direta do diametro médio do calibre dos nucleos podocitarios, que € usado

para determinar um Fator de Corregcao para a espessura da secao.
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Isso representa um desenvolvimento importante porque, anteriormente,
este didmetro era geralmente assumido e ndo medido, fornecendo uma
provavel fonte de viés. Este método retrata um avango significativo no
campo da podometria porque n&o requer hipéteses geométricas para os
nucleos podocitarios e exige apenas uma unica sec¢ao, diferenciando-se de
outros métodos que demandam analises de varias secbes e/ou secdes
seriadas. Contudo, métodos baseados em Modelos fornecem apenas uma
estimativa do numero médio de poddcitos por glomérulo baseando-se em
uma amostra e esta é uma limitacdo importante, dado que a deplecao de
pododcitos € focal em muitos tipos de doencas glomerulares. Além disso, o
uso de um valor médio por rim n&o fornece nenhuma indicagdo da variagcéao
no numero de podocitos entre os glomérulos. Embora os métodos
estereoldgicos baseados em Modelos tenham limitagbes, eles podem
fornecer dados quantitativos confiaveis e reproduziveis e sao
especialmente uteis quando se lida com quantidades limitadas de tecido,
como é o caso das biopsias renais para fins de diagostico de
glomerulopatias (PUELLES; BERTRAM; MOELLER, 2017).

Métodos estereologicos baseados no Design (nao-viesados) foram
desenvolvidos como uma resposta as limitacées inerentes aos métodos
baseados em modelos, em particular ao viés na amostragem introduzido
pelo uso de sec¢des unicas e a dificuldade de estabelecer valores para as
variaveis (geomeétricas) do modelo em espécimes biologicas (LEMLEY et
al., 2013). Em contraste, a estereologia baseada em Design é
fundamentada na aplicacao de investigacdes e esquemas de amostragem
que sao “projetados” ou “definidos a priori”, de modo que os métodos séo
independentes da orientacdo espacial, distribuicdo, tamanho ou forma.
Portanto, ndo requer conhecimento ou suposicbes da geometria dos
objetos de interesse. Se aplicadas corretamente, essas abordagens sao
consideradas “imparciais”, dado que sua concep¢do minimiza/remove a
introducdo de pressupostos e, portanto, de viés sistematico. O método
padrao-ouro para estimar o numero glomerular é baseado no principio do
disector (PUELLES; BERTRAM; MOELLER, 2017). Dois métodos gerais

baseados em disector estao disponiveis para a contagem de glomérulos: o
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principio do dissector/Cavalieri e o principio do disector/fracionador. Estes
métodos foram usados para estimar o numero glomerular em uma
variedade de espécies, incluindo humanos e roedores. Tém inumeras
vantagens sobre os métodos anteriores, incluindo: (1) estimativas do
numero total de podécitos em glomérulos de volume conhecido (e,
portanto, densidade de podécitos); (2) aquisicdo de dados que descrevem
a heterogeneidade no numero total de podécitos e densidade de poddcitos
entre os glomérulos do mesmo rim; (3) obtencado dos numeros totais de
outros tipos celulares (tais como células epiteliais endoteliais e parietais) e,
assim, razdes do numero destas células por poddcito; e (4) informacgdes
adicionais, como a localizacao cortical dos glomérulos. No entanto,
costumam ser demorados, complexos e dificeis de implementar. Isto se
deve a varios fatores: (1) ambos exigem a analise de uma porcao
representativa do rim, o que significa que sao destrutivos e aplicaveis
somente a experimentos terminais, ou seja, podem apenas fornecer dados
transversais; (2) a maioria dos estudos utilizou um meio de inclusado de
plastico (como o glicolmetacrilato) para a estabilidade dimensional, o que
requer experiéncia no processamento de tecidos que pode nao estar
disponivel regularmente em laboratérios; (3) ambos requerem corte
sistematico e corte exaustivo, que nao sao apenas caros, mas também
requerem habilidade significativa; e (4) mesmo que todos esses requisitos
sejam atendidos, o tempo de contagem manual varia de aproximadamente
6 horas para um rim de rato a 8 horas para um rim humano. Por todas
essas razées, pouquissimos laboratorios adotaram essas abordagens e é
inviavel para pequenas amostras como bidpsias renais de rotina em
patologia (PUELLES; BERTRAM, 2015).

2.3.3 Estudos relevantes na avaliagdo da densidade podocitaria com auxilio de

técnicas computacionais

A quantificacdo de podécitos com auxilio de técnicas computacionais tém sido

aplicada a varias glomerulopatias, especialmente na nefropatia diabética (SU et al.,
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2010), através de diversas metodologias conforme descrito em varias revisées da
literatura (KIKUCHI et al., 2015; PUELLES; BERTRAM; MOELLER, 2017; WHITE;
BILOUS, 2004, 2017).

Uma revisdo comparou cinco tipos diferentes de metodologias para estimar o
numero de poddcitos. Foram analisados os seguintes métodos validados: método de
Enumeragcao Exaustiva, combinagdo de Disector/Cavalieri, combinacdo de Disec-
tor/Fractionator e método de secao grosso e fino, todos estes baseados em Design;
e método de Weibel e Gomez, baseado em Modelo. A conclusao foi que foi
concluido que ha pouca uniformidade na literatura biomédica em relacdo aos
meétodos utilizados, mas que todos os cinco métodos descritos podem ser usados
para estimar o namero total de podécitos em glomérulos individuais. Contudo, o
método de Weibel e Gomez € provavelmente o unico praticavel para estudos
baseados em espécimes de patologia de rotina (LEMLEY et al., 2013). Nao foi
avaliado nesta revisdo o método do Fator de Correcao (CF method) publicado por
Venkatareddy et al. (2014) posteriormente.

O estudo de Venkatareddy et al. (2014) foi um importante marco na metodo-
logia estereoldgica de avaliagcao de podécitos baseada em Modelo. Ficou conhecido
também como Método do Fator de Correcao (CF Method) e trouxe uma proposta de
analise morfométrica mais simplificada utilizando sec¢des histolégicas Unicas para
estimar principalmente a densidade de podécitos (razdo entre 0 numero total de
podaocitos pelo volume glomerular total da lamina, Figura 5) em amostras de biopsia
com precisao adequada e reprodutibilidade. Utilizou imagens de podocitos marcados
por imunofluo-rescéncia com anticorpos nucleares anti-WWT1 e anti-mAb murino TLE4
(“transducin-like enhancer of split 4”), sendo necessario pelo menos 8 imagens

glomerulares por lamina.
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Figura 5 - Densidade Glomerular de Podécitos (Dpod): razao entre n° de podécitos totais
corrigidos (Nt) pelo volume glomerular total (VG) de uma amostra.

1,000 3
R*=0.89
800 -

600 -

400 -

200

Podocitos por glomérulo

0+
0.0 2.0 40 6.0
Volume Glomerular (x10° um?)

Fonte: Elaborado pelo autor - Adaptado de VENKATAREDDY et al., 2014.

As biépsias humanas analisadas por Venkatareddy et al. (2014) foram de
doadores de transplante renal: antes do implante, apdés 3-6 meses e casos de
glomerulopatias pos-transplante. A etapa chave no processo de calculo da
densidade podocitaria (DPod) envolveu a necessidade de estimar o diametro meédio
real do calibre nuclear dos podécitos (D) através das variaveis presentes na
equacao quadratica a seguir:

P :
D= d-T+ (d-T)"+4kdT (2.1)

Estas variaveis foram a espessura do corte da Iamina (T), o didmetro médio
aparente do calibre nuclear dos podécitos (d) e o coeficiente da forma nuclear (k). O
volume total do tufo glomerular (VG) foi estimado através da area glomerular total de
cada caso.

Foram utilizados os resultados de (D) e a aplicacdo do Fator de Corregao
(FC) para o numero de poddcitos totais observados por lamina (No) para obter o
numero de podoécitos totais corrigidos (Nt). A densidade podocitaria (Dpod) resultou

da seguinte razao

Dpod = — (2.2)
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Os resultados encontrados para D tiveram a média de 8,2+0,3mm e Dpod de
194146 podocitos/106mm3. Também foi verificado o Volume Glomerular por

Podécito (GV/P), que era o inverso da densidade podocitaria, dado por:

GV /P = % 2.3)
O conceito diferencial do CF Method foi a estimativa do didmetro D (Figura 6),
adquirido através da medida direta do didmetro d nas imagens nucleares de
podécitos desta forma retificou-se o viés de pressuposicdo geomeétrica assumida por
metodologias precedentes. Os nucleos de poddcitos foram localizados manualmente
clicando-se sobre as estruturas presentes em mascaras geradas através de um
“software” baseado em programacao JAVA (Image-Pro®), com o qual se obteve o

perimetro da imagem do nucleo e o valor de d.

Figura 6 - O tamanho de uma particula foi quantificado pelo didmetro médio de Ferret (D) que
é amédia das distancias obtidas entre 2 linhas paralelas (calibres) tangentes a
a projecao da particula em diversos planos - considerando todas as orientagdes da

as orientacoes da mesma.
M - S
} Dy =
D.

Didmetro minimo de Feret = -
Didmetro méximo de Feret = Dy
Didmetro médio de Feret = Dinédis

N '_";

Diametros de Feret:

Fonte: Elaborado pelo autor - Adaptado de LEMLEY et al, 2013.

O método de Venkatareddy et al. (2014) é robusto, simples de usar, utiliza
tecnologias comumente disponiveis, pode ser aplicado a um grande numero de
glomérulos de uma sec¢ao unica de biopsia e adaptado para analise automatizada.

Desde que as limitacbes e fontes potenciais de viés sejam reconhecidas e
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compreendidas, este método pode ser uma ferramenta util para estimar o nimero de
poddcitos em amostras clinicas (PUELLES; BERTRAM, 2015).

A Tabela 1 reune alguns trabalhos direcionados a avaliacdo da densidade
podocitaria em humanos e observa-se que a maioria dos métodos séo baseados em
Modelos e apenas mais recentemente tem-se utilizado marcacao de poddcitos com
biomarcadores teciduais, seja por IF ou IH. A marcagdo padrao da MO foram por
PAS, H&E e tricrobmica de Masson. Estes estudos observaram o fendmeno de
deplecdo de poddcitos em diversas patologias glomerulares, especialmente nos

casos de nefropatia diabética (Apéndice A, Tabela 9).



Tabela 1 — Comparacao entre artigos que avaliaram a Dpod em rins humanos de doadores de
transplante (grupo controle)

34

Dpod
Referéncia Método N° biopsias  Marcagao Prodocitaria (podocitos/106mm3)
MO
(PAGTALUMAN Weibil e 8 (marcagéo 235
etal., 1997 Gomez padréo) e
ME.
(STEFFES et Weibel, 36 MO
al., 2001) Gomez e (marcagéo
Cavalieri padréo) e 218
ME.
(LEMLEY et Weibil e
al., 2002 Gomez 14 MO
(marcacéo 152
padrédo e
ME.
(WHITE Weibel,
et al, 2002) Gomez,
e 10 MO
Cavalieri (marcagéo
Disector/ padréo) e 193
Fractionator ME.
(VESTRA et Weibel e 23 MO
al., 2003) Gomez (marcacgéo 263
padrédo e
ME.
(SU et al., 2009) Weibel e 10 IF,anti-corpo
Gomez polyclonal 365
Anti-WT1.
(VENKATAREDDY Fator de 10 IF Ac.
et al., 2014) correcao Anti-WT-1 e 194
(CF method) anti-TLE4.
(ANDEEN et al., Fator de 19 IH: 181
2015) corregao (CF anti-WT-1e
method) anti-p57
Idade:
(HODGIN et. al. Fator de 89 IF Ac: anti <18 a (318)
2015) corre¢ao (CF TLEA4. 19-45a9211
(method) 46-60a(151),
>60a(121.
(WICKMAN et Fator de 17 IF Ac.anti 309
al., 2016) correcédo (CF TLEA4.
(method)

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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2.4 Avaliagdo Computacional de Imagens em Microscopia

E um equivoco comum considerar que a patologia digital € uma técnica nova,
visto que pesquisas sobre o uso de computadores e “softwares” para analisar e
medir células ou tecidos em patologia datam de 1960 e 70. Estes sistemas iniciais
sao de capacidade limitada em comparacao com a atualidade, mas foram os
primeiros a demonstrar o valor que dados de imagens baseadas em computador
para medicdo e a quantificacdo celular poderiam desempenhar no diagnéstico e
descoberta patolégica (HAMILTON et al., 2014).

A quantificacdo das proporcdes de regibes especificamente coradas em
imagens é de interesse significativo para um numero crescente de aplicacbes
biomédicas. Essas aplicacbes incluem histologia e citologia, onde a quantificacao de
varias marcacbdes realizadas em secbes histolégicas de tecido, esfregacos,
impressoes, etc. &€ de extrema importancia. Através do uso de marcagdes especiais,
0s componentes biologicos de interesse podem receber uma cor especifica e serem
avaliados visualmente de forma quantitativa. As estimativas visuais puras fornecem
resultados muito grosseiros e com reprodutibilidade intra e interobservador por
diversas vezes insatisfatérias. Para menor interferéncia deste efeito, as analises de
imagens vém se baseando em métodos desenvolvidos computacionalmente. Uma
variedade muito ampla de pesquisas sobre técnicas gerais de segmentacao de
imagens €& encontrada na literatura mundial e o problema da quantificacdo de
imagens de células usando informacgdes de cores tem sido estudado ha algum
tempo por muitos pesquisadores (RANEFALL; WESTER; BENGTSSON, 1998).

Por se tratar de uma atividade manual (apoiada ou ndo por “softwares” de
auxilio ao processo), a tarefa de contagem das células detém o profissional durante
longo periodo de tempo. A taxa de erro na contagem tende a ser significativa, pois
normalmente utiliza-se o mesmo profissional para contar todas as amostras de
determinado paciente. Diversos fatores como o cansaco, o “stress” e a diminuicao
de atencado podem influenciar nesta probabilidade de erro. A patologia digital esta
transformando a pratica da patologia e cada vez mais se encontra integrada aos
procedimentos de ensino/educacgéao/treinamento, diagnostico e garantia de qualidade

na utilizacdo de biomarcadores. A analise quantitativa de imagens pode detectar e
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trazer informacgdes que nao sao facilmente visualizadas pelo observador humano. A
contagem e deteccao de objetos celulares em imagens digitais € muito menos
trabalhosa e de maior rendimento (GURCAN et al., 2010).

2.41 Aplicacao de Técnicas de Aprendizado de Maquina

Apés a década de 90, houve um enorme investimento em pesquisas de
triagem de citologia automatizada com base em Inteligéncia Artificial (IA) com a
promessa de que isso poderia ser usado para reduzir a carga de trabalho e melhorar
o desempenho de diagnésticos em laboratorios. Infelizmente, isso ainda nao
aconteceu ha escala prevista e até mesmo os sistemas mais avancados da IA nao
conseguiram mudar significativamente a pratica em patologia. Assim, o entusiasmo
inicial por esta tecnologia restringiu-se posteriormente ao foco na patologia
molecular e na promessa de classificacao diagnéstica de amostras de tecido sem a
necessidade de avaliacao morfolégica (HAMILTON et al., 2014).

O Aprendizado de Maquina (AM) é uma area de pesquisa em Ciéncia da
Computacao que evoluiu do estudo de reconhecimento de padrbées e da teoria do
aprendizado computacional em IA. Técnicas de AM exploram o estudo e construcao
de algoritmos que podem, de maneira indutiva, aprender de seus erros e fazer
previsbes sobre dados, como também permitem que pesquisadores possam
‘produzir decisdes e resultados confiaveis e repetiveis” e descobrir os “insights
escondidos” através do aprendizado das relagdes e tendéncias historicas nos dados.
Para se obter sucesso no uso de métodos de AM, geralmente comecga-se com a
extracdo de caracteristicas (ou informacdes uteis) da imagem as quais se acredita
serem importantes para fazer a predicdo ou o diagnéstico de interesse. Dessa
forma, os algoritmos de AM operam sobre estas caracteristicas extraidas (dados
amostrais), construindo um modelo a fim de realizar previsdes ou decisdes guiadas
pelos dados. O uso de técnicas de AM aplicadas a analise automatica de imagens
medicas tem crescido consideravelmente nos ultimos anos (DE BRUIJNE, 2016) .
Mais recentemente, técnicas de Aprendizado Profundo de Maquina (Deep Learning)
comecaram a ser usados. Tais técnicas tém o beneficio de que nao requerem a

identificacdo e extracado de caracteristicas de imagem como na técnica de AM
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supracitada. Ao invés disso, as caracteristicas sao identificadas como parte do
processo de aprendizagem (LITJENS et al., 2017). O aprendizado de maquina tem
sido usado em diversos tipos de imagens na medicina e tera uma maior influéncia no
futuro, portanto, torna-se relevante que os profissionais de qualquer area médica
que envolva analise de imagens estejam cientes de como funciona este processo.
(ERICKSON et al., 2017).

A analise computadorizada de imagens fornece a capacidade de usar os
dados quantitativos inerentes a uma imagem digital para extrair dados numéricos
sobre a densidade e distribuicao da expressao do biomarcador em imuno-
histoquimica dentro de uma amostra de tecido. Usada apropriadamente, o
Aprendizado de Maquina profundo pode fornecer objetividade e repetibilidade
importantes em estudos de biomarcadores, permitindo a identificacdo de mudancas
sutis na expressao que poderiam ter valor diagnéstico, prognostico ou preditivo. Em
maos experientes, podem ser desenvolvidos algoritmos de analise de imagem que
podem segmentar de forma confiavel os compartimentos celulares e extrair dados
quantitativos de enorme valor (HAMILTON et al., 2014) .

2.4.2 Redes Neurais Convolucionais e a U-Net

No contexto de Aprendizado de Maquina profundo, uma Rede Neural
Convolucional (CNN, do inglés Convolutional Neural Network) € uma variedade de
Rede Neural Artificial do tipo feed-forward, que vem sendo amplamente utilizada
com sucesso em areas como Processamento e Analise de Imagens Digitais,
(GOODFELLOW:; BINGIO; COURVILLE, 2016). Muitas CNNs tem sido
desenvolvidas nos ultimos anos com o objetivo de realizar reconhecimento de
objetos em imagens (AlexNet, GoogleNet, VGG, etc); deteccdo de objetos em
imagens (R-CNN, SPP-Net, etc); segmentacdo semantica de objetos em imagens
(U-Net, Ternaus-Net, Seg-Net, etc.) e deteccao de objetos com segmentacao (Mask
R-CNN).

A U-Net é uma CNN que foi desenvolvida para a segmentacao de imagens
biomédicas (RONNEBERGER; FISCHER; BROX, 2015). O que difere a U-net de

outras CNNs é a sua arquitetura modificada e estendida para trabalhar com menos
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imagens de treinamento e para gerar segmentagcdes mais precisas. Na U-net, a
segmentacao de uma imagem de 512 x512, por exemplo, demora menos de um
segundo em uma GPU. A U-net possui bons resultados de desempenho em varias
aplicacbes de segmentacado biomédica diferentes. Em seu artigo, Ronneberger,
Fischer e Brox (2015) usaram a pratica de Data Augmentation uma vez que seu
conjunto de dados era pequeno.

Data Augmentation (Aumento de Dados) € uma técnica utilizada em
problemas de segmentacdo e classificacdo quando nao se dispbée de uma
quantidade suficiente de dados para realizar treinamento e teste de classificadores
(HALEVY; NORVIG; PEREIRA, 2009) . Esta técnica € comumente utilizada com
imagens médicas, em situacbes em que nao seja possivel capturar um banco de
imagens suficientemente grande.

A U-Net é uma rede que apresenta apenas camadas de convolu¢cdo e nao
tem camadas fully connected, conforme ilustrado na Figura 7 . Ela € composta por
camadas de contracdo chamadas downsampling (lado esquerdo) e camadas
expansivas chamadas upsampling (lado direito), apresentando uma simetria entre as
camadas dos dois lados, no formato da letra “U”. A modificacdo mais relevante esta
na camada up-sampling: que permite a propagacao das informac¢des de contexto
para camadas com maior resolucdo. Ademais, a camada expansiva €& incrementada
com a concatenacdo das camadas do nivel equivalente da camada de
downsampling (RONNEBERGER; FISCHER; BROX, 2015).

Figura 7 - Arquitetura da U-net
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
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3 MATERIAIS E METODOS

Dentre as diversas metodologias validadas para analise morfométrica de
podécitos (KIKUCHI et al., 2015; PUELLES; BERTRAM, 2015) foi escolhida a
metodologia do Fator de Correcao (VENKATAREDDY et al., 2014) como base para
reproduzir e comparar resultados. Considerou-se que esta técnica era a mais
concisa, de melhor execugao pratica (pelo auxilio de material suplementar integrado
ao artigo) e mais adequada aos objetos de estudo (imagens glomerulares de se¢ao
unica). A métrica principal escolhida para a avaliagéo foi a Densidade de Podécitos
(Figura 5), pois € um parametro com resultados constantes e com referéncias de
normalidade definidas pela literatura, o que possibilita comparar resultados. De
acordo com os objetivos ja previamente apontados, pretendeu-se portanto, verificar
a viabilidade do uso de imagens de imuno-histoquimica em detrimento das imagens
de imunofluorescéncia para o calculo de densidade de poddécitos, bem como
automatizar o processo de segmentacao de podocitos, que no trabalho proposto por
Venkatareddy et al. (2014), apresentou-se de forma manual, apesar de utilizar

auxilio de softwares de processamento de imagens.

3.1 Fase 1: Marcagao por Imuno-Histoquimica e Processo de Captura e

Rotulagao de Imagens

No presente estudo a imuno-histoquimica foi utilizada em 16 bidpsias renais
como marcagao alternativa para avaliacao de podécitos em substituicdo a imuno-
fluorescéncia. Deste total, selecionaram-se 07 casos para captura de imagens de
microscopia 6ptica que atenderam a todos os critérios de inclusao: pacientes entre
15 a 40 anos, sem relatos de patologias sistémicas prévias, com fun¢ao renal normal
a época da bidpsia, doadores falecidos de transplante renal submetidos a biopsia
protocolar pré-transplante (no “tempo zero” do transplante renal, ou seja, antes do
implante do enxerto no receptor), no periodo entre 2016 e 2018 e com pelo menos 8
glomérulos viaveis por lamina de biopsia ( sem esclerose global ou segmentar e com
tufo glomerular integro). Todas as amostras renais encontravam-se arquivadas no

Laboratério de Imunofluorescéncia e Microscopia Eletrénica (LIME) de Patologia
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Renal do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo (HUUFMA).
Estas amostras foram submetidas a uma técnica de identificacdo de nucleos de
podécitos utilizando imuno-histoquimica com anticorpos anti-WT1. Ou seja, as
secoes fixadas em formalina, embebidas em parafina, foram cortadas na espessura
de 3mm (micra) com um micrétomo especifico e montadas em laminas revestidas de
polilisina. Apés a remocao da parafina das seccgdes, elas foram hidratadas e tratadas
durante 4 h a 90 ° C. As secc¢des foram entado incubadas com um anticorpo policlonal
contra a proteina do tumor-1 de Wilms (Human Wilms tumor: immunohistochemical
staining for WT1 using NCL-L-WT1-562, CLONE: WT49, Leica Biosystems). Apos
confeccionadas, as laminas foram enviadas do LIME para UFAL, onde foram
realizadas as visualiza¢des e capturas digitais no microscoépio 6ptico cedido pelo
Instituto de Quimica e Biotecnologia. As imagens dos glomérulos de cada lamina
foram capturadas individualmente no aumento de 40x através de umacamera digital
DP5 acoplada ao microscépio Olympus BX51, com o Software DP2-BSW 2.2 cuja
calibracado da escala foi de 7.5833 pixels/mm aproximadamente.

Cada imagem representava um glomérulo, sendo identificada pelo nimero da
lAmina seguido por uma letra do alfabeto (ex: Tx05/16b - Glomérulo “b” do caso de

transplante N° 0516) conforme a Figura 8.

Figura 8 - Marca¢gao manual: imagens da lamina Tx0516, glomérulo “b”. 1 - Imagem inicial, 2 -
Identificagcdo e delimitagao do perimetro de cada nucleo de podécito (vermelho), 3 -
Delimitacao da area glomerular (verde).
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Para validar o uso de imagens marcadas com imuno-histoquimica em
detrimento de imagens marcadas por imunofluorescéncia, foi necessario extrair das
imagens capturadas os seguintes dados: numero total de poddécitos por lamina (No);
diametro aparente do calibre médio do poddcito (d) em mm e area total dos tufos
glomerulares por ld&mina em mmz2. Para tanto, nestas imagens, foram realizadas a
segmentacao manual de cada nucleo de podécito com delimitagdo dos perimetros
nucleares (em vermelho) e das areas glomerulares (em verde) por um profissional
meédico treinado (Figura 8). Foi introduzida uma escala de calibracdo conforme as
configuragcdes da camera de captura, possibilitando converter os dados das imagens
de pixels em micrébmetros (mm). Apos esta segmentacdo manual, foi verificou-se a
viabilidade do uso de imagens marcadas por imuno-histoquimica uma vez que 0s
valores de densidade podocitaria encontrados nestas imagens aproximou-se dos
valores encontrados nos trabalhos do estado da arte (Tabela 5). A Secao 4.1 avalia
0 uso de imagens marcadas por imuno-histoquimica para o calculo de densidade
podocitaria em detrimento ao uso de imagens marcadas por processo de
imunofluorescéncia.

Para a criacao de rotulos necessarios ao processo de aprendizado supervisio-
nado da U-net, todas as imagens foram transformadas em mascaras binarias (preto

e brando), tanto para os nucleos de podécitos como para area glomerular (Figura 9)

Figura 9 - Processo de construcdo das mascaras binarias: 1 - imagem original, 2 - mascara
dos nucleos de poddcitos e 3 - mascara da area glomerular.
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Os resultados de d, No, espessura do corte das laminas e area glomerular
total por lamina foram introduzidos na equacado do Método de Fator de Correcao
para obtencao dos seguintes resultados: diametro médio real do calibre nuclear dos
poddécitos (D), numero de podécitos corrigido (Nt) e volume glomerular (VG). Com
estas 2 ultimas métricas foram calculados a densidade podocitaria (Dpod) e o

volume glomerular por podécito (GV/P).

3.2 Fase 2: Desenvolvimento e Aplicagao da U-Net para a Automatizacao da

Segmentacao de Podoécitos em rins normais

De posse da base de imagens previamente capturada e dos rétulos
associados a estas imagens que indicam a segmentacdao manual de podécitos e
area glomerular, foi utilizada a CNN U-net em um processo de aprendizado
supervisionado com o intuito de realizar a segmentagcao automatizada de podocitos.

Quanto a arquitetura da rede U-Net utilizada, no lado esquerdo da U-net, cada
etapa do caminho de contragdo consistiu em duas camadas sequenciais de: filtros
de convolugdo 3 x 3, uma camada RelLU e uma max-pooling de 2 x 2 para
downsampling. Do lado direito da U-net, cada etapa do caminho expansivo é
composto por uma camada de upsampling, uma expansao das linhas e colunas da
camada de origem, seguida por uma convolugao 2 x 2, uma concatenagao com as
camadas de contracao correspondente e duas camadas de convolugao 3 x 3. Por
fim, a camada final, € uma convolugédo 1 x 1. Na aplicacdo de Ronneberger, Fischer
e Brox (2015) as imagens nao eram coloridas. Contudo, implementacdo da U-Net
para este trabalho a imagem de entrada possui trés camadas (RGB), enquanto a
saida, trata-se de uma imagem de uma unica camada (monocromatica).

O fluxograma da Figura 10 ilustra o método de calculo de densidade de
podécitos completamente automatizado através do uso de um modelo obtido a partir
do treinamento de uma U-Net sobre o conjunto de dados rotulado.

Inicialmente, a base de imagens (cujas dimensodes originais sdo de 2560 x
1920) foi dividida em um grupo de treinamento contendo 83% do total de imagens e
teste, contendo 17% do total de imagens. Em seguida, fragmentos de tamanho

512x512 foram extraidos dessa imagem. Para evitar a presenca de dados ruidosos
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em ambos 0s conjuntos, tais fragmentos foram extraidos apenas de uma area de
interesse da imagem: a regido do glomérulo. Para tanto, foi utilizado o rétulo que
indica a regido do glomérulo, manualmente demarcada(Figura 9, imagem 3). Para o
conjunto de dados disponivel, a divisdo proporcéao de 83% e 17%, para imagens de
treinamento e teste, respectivamente, foi escolhida de forma que a propor¢cao no
conjunto de treinamento e teste de fragmentos fosse de 80% e 20%,
respectivamente. Sendo essa propor¢gdo comumente utilizada por algoritmos de
aprendizado de Maquina supervisionado.

Uma vez que a quantidade de fragmentos extraidos das regides de interesse
(areas glomerulares) sao pequenas em relacao a quantidade de dados necessaria
para a geracdo de um modelo com boa capacidade de generalizacao, o conjunto de
treinamento contendo tais fragmentos é aumentados através de técnicas de data
augmentation. Para a geracao desses novos dados, foram realizadas operagcdes de
translacao, rotacao e espelhamento sobre os dados originais.

Apoés a etapa de data augmentation, os dados de treinamento sao utilizados a
fim de se gerar um modelo de U-Net com boa capacidade de generalizacdo. O
desempenho deste modelo € avaliado sobre o conjunto de fragmentos de teste.
Apo6s o modelo gerar as predicées sobre os podécitos presentes nos fragmentos de
teste, tais valores preditos sdo limiarizados em fragmentos binarios, e estes
fragmentos sdo unidos de forma a reconstruir uma mascara binaria que represente a
segmentacao de podaocitos na imagem de teste original.

Apo6s a reconstrucéo das imagens, ruidos tais como regides muito pequenas
segmentadas e regides segmentadas fora da area glomerular sdo descartados. Em
seguida, sobre essa mascara binaria sao calculadas, de maneira automatica, a partir
da analise de componentes conexas, informag¢dées como o numero de podécitos seg-
mentados e o didmetro calibre médio (d), a partir dos quais se pode calcular valores
tais como a densidade podocitaria utilizando as Equacées 2.1 e 2.2. Dessa forma,
uma vez que se tem o modelo previamente treinado, o calculo dessa densidade
torna-se quase completamente automatizado, cabendo ao usuario definir apenas a

regiao glomerular.



44

Figura 10 - Visao geral do método de segmentacao automatica de poddcitos para calculo de
densidade podocitaria.
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4 EXPERIMENTOS E DISCUSSAO

Nesta secao sao apresentados alguns experimentos e discussdées que
validam o método proposto neste trabalho, comparando seus resultados aos ja

previamente publicados no estado da arte.

41 Validagao da Segmentagao, Contagem Manual de Podécitos e Calculo de
Densidade Podocitaria em Rins Normais através da Marcagao por

Imuno-Histoquimica

Para replicar o estudo de Venkatareddy et al. (2014) foi mandatorio atender
um dos critérios principais para selecao de casos que era a exigéncia de pelo menos
8 tufos glomerulares por lamina de biépsia. Em vista disso, 9 casos foram
descartados nesta fase. Dos 07 casos selecionados e analisados manualmente, 4
eram do sexo masculino (57%), idade média a época da bidpsia de 32+9,2 anos,
creatinina média na retirada do 6rgao de 1,03+ 0,21mg/dl, a causa do falecimento
dos doadores foram trauma cranioencefalico em 5 casos e acidente vascular
encefalico hemorragico em 2 casos. Os resultados da podometria foram descritos

nas tabelas 2, 3 e 4.

Tabela 2 - Resultados da analise morfométrica manual de poddécitos em laminas de rins

normais (continua)
N° corrigido de poddcitos por tufo (d) aparente (D) real
Caso

(Nt) em mm em mm
Tx13/16 103,9 7,16 9,07
Tx14/16 56,5 7,35 9,33
Tx100/17 63,8 5,88 7,34
Tx53/18 50,5 7,68 9,77
Tx68/18 87,5 7,64 9,72
Tx71/18 70,9 6,15 7.7

Tx90/18 116,7 7,42 9,42
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Tabela 2 - Resultados da analise morfométrica manual de podécitos em laminas de rins
normais (continuacgao)

MédiatDP 78,5¢24,9 7,04+0,7 8,09+0,9

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Tabela 3 — Resultados da contagem manual de podécitos em laminas de rins normais

N° de N° poddcitos MédiatDP de Valor Maximo Valor
Caso Glomérulos (ou 1:ota_is por podégitos por de podécitos Minimo
laminas glomérulo por
tufos) i or
glomérulo por
glomérulo

Tx13/16

14 418 29,8459 41 20
Tx14/16

09 232 25712 45 08
Tx100/17

09 220 24,4+13,5 56 10
Tx53/18

10 215 21,5+10,5 39 08
Tx68/18

12 371 30,9+12,2 58 20
Tx71/18

13 253 19,46+7,1 31 06
Tx90/18

15 483 32,2+11,7 56 16
Geral

82 2192 26,3+4,8 58 06

Média+DP/lamina 11,7£2,4 313,1+109,3
Valor Max. por 15 483
lamina
Valor Min. por
lamina 9 215

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Figura 11 - Didmetro médio real do calibre nuclear dos podécitos (D) de cada caso.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Tabela 4 - Resultados da analise morfométrica manual de podécitos em laminas de rins

normais
Area total dos Volume total dos Volume
turfos turfos glomerular
Caso glomerulares/ glomerulares/ Densidade Por
lamina lamina podocitaria em Podocito
em mm’ em mm°®(VG) Podécitos 10°mm® VG/P) em
(Dpod) mm’®
Tx13/16 142.887 428.661 242 4125
Tx14/16 90.641 271.923 208 4.816
Tx100/17 97.160 291.479 219 4.566
Tx53/18 90.348 271.046 186 5.368
Tx68/18 183.375 550.125 159 6.287
Tx71/18 150.781 452.342 157 6.378
Tx90/18 193.146 579.437 201 4.967
MédiazDP 135.477+43.635 406.430+130.940 19631 5.215+851

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

A Tabela 2 expressa a grande variabilidade de glomérulos e nucleos de
podécitos entre as laminas. Isto ocorre porque o volume de tecido glomerular
capturado em cada biépsia € imprevisivel, aspecto observado nos resultados da

Tabela 4. Portanto, a contagem absoluta de células por bidpsia ndo é adequada
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para comparacao de casos. Por outro lado, a razdo de numero de células por
volume glomerular apresenta uma forte correlagdo linear (R2=0,89), sendo
adequada para comparar amostras com massas teciduais distintas (PAGTALUNAN
et al.,, 1997). O artigo base Venkatareddy et al. (2014) apresentou os seguintes
resultados na analise de rins de doadores de transplante (n = 10). densidade
podocitaria de 194+46 poddcitos/106mm3 e média de (D) foi de 8,2+0,3mm. O
resultado da densidade podocitaria média do presente estudo foi de 196+31
podécitos/106mma3(Tabela 4) e média de (D) foi de 8,09+0,9mm (Tabela 3 e Figura
11).

Tabela 5 - Comparacao dos resultados de densidade podocitaria apresentados pela analise
baseada em imuno-histoquimica com estudos publicados previamente utilizando
imunofluorescéncia em rins de doadores de transplante

Referéncia Dpod + desv. padriao
(VENKATAREDDY et al., 2014) 194146
(ANDEEN et al., 2015) 181+71,4
(HODGIN et al., 2015) 211160
(VESTRA et al., 2003) 263+110
(PAGTALUNAN et al., 1997) 235125
Estudo atual 196+31
Média 213
1 desv. padrao 30,5
Coeficiente de variagao - CV (%) 14

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Foi executada a mesma metodologia para comparacao de resultados empre-
gada pelo artigo base, que utilizou o Coeficiente de variacao (CV) como métrica para
avaliacdo de reprodutibilidade. O CV demostrou a extensdo da variabilidade em
relacdo a média de densidade de podécitos nos estudos, comparando diferentes
distribuicbes e possibilitando avaliar os resultados destes trabalhos, visto que,
envolveram a mesma variavel-resposta. Isto posto, observou-se que entre o
presente estudo com marcacdo podocitaria por IH e as demais referéncias da
literatura, que aplicaram a IF, o CV obtido foi considerado baixo, menor que 15%.
Permitindo assim, caracterizar a adequada precisao deste estudo em replicar os
resultados obtidos previamente e favorecendo a hipétese de que a imuno-
histoquimica pode ser utilizada para identificacdo de nucleos de podécitos e aplicada

a quantificacao de densidade podocitaria de forma semelhante a imunofluorescéncia

4.2 Validagao do Uso da U-Net no Processo de Automatizagao da Segmenta-
¢ao, Contagem de Poddcitos e Calculo de Densidade Podocitaria em

Rins Normais através da Marcagao por Imuno-Histoquimica
421 Configuragcdo do Ambiente de Trabalho

Para este trabalho, foi utilizado um computador com o sistema operacional
Ubuntu 18.04.2 LTS, com processador Intel® Core™ i7-7700HQ 3.8Gz, com placa
Grafica Nvidia Gforce GTX de 6Gb e 16Gb de memaéria RAM. O método proposto foi
implementado na linguagem de programacao Python 3.6. A APl Keras foi utili-zada

no treinamento Rede Neural U-Net.
4.2.2 Modelagem da Base de dados

A base de dados para esta fase também foram imagens de microscopia
optica de glomérulos marcados por IH com anticorpo nuclear policlonal anti-WTH1
adquiridas no Laboratério de Patologia Renal do HUUFMA, exemplificada pela
Figura 8.

Para esta fase nao foi exigido uma quantidade minima de glomérulos por

lAmina, pois o objetivo principal nao foi calcular a densidade de podécitos e sim
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dispor da maior quantidade de imagens nucleares possiveis para o desenvolvimento
do método de segmentacao automatica de podécitos. Essa escolha se deu pelo fato
de que algoritmos de AM tendem a requerer grandes amostras de dados
devidamente balanceadas para que obtenham sucesso em sua predic&do. Partindo-
se desta premissa, foram analisados todos os 16 casos marcados com IH, no total
de 122 imagens glomerulares com 2977 imagens de nucleos de poddcitos (Figura
12).

Figura 12 - Diagrama ilustrando a divisdao da base de dados em conjunto de treinamento e
conjunto de teste.

Base de dados
(16 bidopsias renais)

122 imagens glomerulares

Conjunto de
treinamento:
101 imagens
glomerulares

Conjunto de teste:
21 imagens
glomerulares

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Em relagao ao desenvolvimento da Rede Neural, o desafio maior desta etapa
foi o de estabelecer limiares de segmentacao que incluissem a maioria das diversas
pigmentacbes e formas apresentadas pelos nucleos marcados por imuno-

histoquimica (Figura 13), preservando um adequado padrao discriminativo.

Figura 13 - Variabilidade de forma e pigmentacao dos ntcleos de podécitos marcados com
imuno-histoquimica pelo anticorpo anti-WT1.

‘ ‘ Niicleos de poddécitos no mesmo glomérulo.
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glomérulos da mesma limina.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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4.2.3 Meétricas de desempenho

Para avaliar os resultados de segmentacao de podécitos produzidos pelo
mo-delo treinado, foram utilizadas 5 métricas de desempenho: precisdo (ou valor
preditivo positivo), sensibilidade (ou taxa de acerto), especificidade, valor preditivo
negativo e coeficiente de similaridade de Jaccard (Sj), também conhecido como
Intersecéo Sobre Unido - IOU (Tabela 6). O grupo de imagens com identificacao
manual foi considerado como o padrao-ouro para comparagdo com o grupo de
imagens geradas pela Rede Neural. Sendo assim, os pixels classificados como
pertencentes a podocitos pela rede e confirmados na marcagcdo manual foram
reconhecidos como verdadeiros positivos (VP), os pixels de poddcitos classificados
erroneamente como background pela rede foram os falsos negativos (FN) e os
pixels classificados como podécito, mas que na realidade eram background foram

tidos como falsos positivos (FP).

Tabela 6 - Resultado do desempenho da Rede Neural para identificagcao de pixels pertencentes
aos nucleos de poddcitos nas imagens.

Precisao ou
Valor Coeficiente
Sensibilidade Especificidade Valor Preditivo Taxa de FN de
Preditivo
Negativo ou Taxa de Jaccard (Sj)
VP/(VP+FN) VN/(VN+FP) Positivo Erro
VN/(VN+FN)
VP/(VP+FP) (FN/FN+VP)
0,80 0,99 0,91 0,99 0,19 0,89

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Para o desenvolvimento da Rede Neural priorizaram-se as configuragcées que
proporcionaram uma arquitetura com melhor desempenho para a Precisdo e
Sensibilidade. Esta decisdo foi baseada nos objetivos de analise que eram o
reconhecimento de padrées e recuperacado de informacdes com classificacao
binaria, visto que, estas 2 métricas possibilitaram o estudo e compreensao da
medida de relevancia do processo. A Precisdo de 91% informa que o algoritmo da

Rede retornou substancialmente mais resultados relevantes (pixels VP) que
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irrelevantes (pixels FP) entre todos os pixels clas-sificados como pertencentes a
poddcitos pelo processo computacional, representando uma medida de alta exatidao
e com poucos erros do tipo 1 (FP). A Sensibilidade de 80% representa que a maioria
dos resultados relevantes da imagem binaria (pixels VP) foram retornados,
implicando em uma baixa ocorréncia de erros do tipo 2 (FN) e excelente medida de
completude desta analise. Na estimativa da Especificidade, 99% dos pixels
classificados como nao pertencentes a podécitos pela Rede Neural foram realmente
confirmados como background (VN) e apenas 1% dos pixels classificados como
pertencentes a podécitos pela Rede, na verdade eram background (FP). Na
avaliacao do Valor Preditivo Negativo, obteve-se que 99% dos pixels classificados
pela rede como background foram confirmados como nao pertencentes a podécitos
e apenas 1% foram classificados erroneamente como background quando na
verdade correspondiam a podécitos (FN). A taxa de Erro foi de 0,19, ou seja, 19%
dos pixels pertencentes a podocitos (VP) foram classificados como negativos (FN)
pela rede. O (Sj) quantificou em 89% a similaridade entre os pixels presentes nas
mascaras manuais € os pixels das mascaras reconstruidas pela Rede Neural.

Na avaliagcao comparativa entre as imagens inteiras dos nucleos de poddcitos
geradas entre os grupos (manual x rede), foram identificados os nucleos VP que
marcaram em ambas as mascaras, os FP que marcaram apenas nas mascaras da
Rede e os FN que marcaram nas mascaras manuais € nao marcaram nas da Rede
(Figura 14). Através destes dados foi possivel também calcular o (Sj) entre as

imagens dos nucleos nos 2 grupos de mascaras binarias (Figura14).
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Figura 14 - llustragao do processo de comparacao das mascaras: Imagem (A) foi considerada
padrao-ouro (de referéncia) e Imagem (B) foi a de compara¢dao. No presente
estudo, representou a marcacao manual e (B) a da Rede Neural. Sendo a (preto) =
Verdadeiros Positivos (VP), b (azul) = Falsos Positivos (FP), ¢ (vermelho) = Falsos
Negativos (FN). (Sj) = Coeficiente de Jaccard ou Interse¢io sobre Unido.

Coeficiente de similaridade de JACCARD
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Utilizando o Coeficiente de Jaccard observou-se uma similaridade geral dos
nucleos de 85% entre as mascaras Manual e a da Rede (Tabela 7). Este resultado
foi um pouco inferior ao (Sj) calculado entre os pixels das imagens ( 89,7%). Isto se
deve ao fato de que em uma comparacéo foi verificado a existéncia ou nao das
estruturas nucleares completas em ambas as imagens (de referéncia e a da Rede) e
na outra verificou-se similaridade entre todos os pixels, inclusive os do background,
entre os 2 grupos de mascaras, contribuindo para uma maior proporgao de
similaridade (Figura 15).

Figura 15 - Avaliacao comparativa entre as imagens binarias dos nucleos no Glomérulo
Tx100.17b (marcacao manual) e Tx100.17b_R18 (marcacao pela Rede Neural).

Onde a = (VP), b = (FP) e ¢ = (FN). O indice de similaridade foi de 88% entre os
ntcleos destas 2 imagens e de 93% entre os pixels.

Tx100.17b Tx100.17b_R18

32 niicleos

a=29

30 nicleos
(Sj)=1088

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Seguindo este mesmo raciocinio, obtiveram-se os seguintes resultados: VP
de 92,6%, FP de 8,1% e FN de 7%. Os valores das métricas de cada imagem
encontram-se descritos na Tabela 7.

Os atributos morfolégicos de cada imagem (d, D, No, Nt, Dpod e GV/P)
extraidos manualmente foram comparados com aqueles obtidos através da Rede
Neural (Tabela 10). Desta forma foi possivel para avaliar a relevancia da capacidade
discriminativa do processo computacional sobre a analise quantitativa das imagens.
Considerando o fato que o grupo teste disp6s apenas de 21 imagens aleatérias de
glomérulos e que nao formavam um caso inteiro (imagens da mesma lamina),
utilizou-se o calculo da densidade podocitaria baseado em uma uUnica imagem
apenas para fins de comparacido do método manual com a Rede Neural. Tendo
ciéncia de que estes resultados nao poderiam ser tomados para o calculo real da
densidade de podécitos de um individuo, pois, para este cenario seria necessario

pelo menos 8 imagens glomerulares por caso.

Tabela 7 - Avaliagao de similaridade entre as imagens binarias dos nucleos de podécitos pela
marcacao manual e pela Rede Neural

(continua)
(Sj) entre
N° nucleos
N° nucleos as imagens
Imagem Rede (VP) (FP) (FN)
manual dos
Neural
nucleos
Tx71/18f 19 13 13 0 6 0,68
Tx68/18b 38 42 37 5 1 0,86
Tx100/17b 30 32 29 3 1 0,88
Tx68/18i 25 30 25 5 0 0,83
Tx05/16a 65 71 63 7 2 0,87
Tx53/18e 39 44 39 5 0 0,88
Tx68/18l 22 19 18 1 4 0,78

Tx13/16e 29 29 27 2 2 0,87
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Tabela 7 - Avaliagao de similaridade entre as imagens binarias dos nucleos de podécitos pela
marcagao manual e pela Rede Neural

Tx100/17f

Tx100/17e

Tx05/16b

Tx49/18b

Tx21/17d

Tx42/16¢

Tx49/18a

Tx21/17f

Tx13/16i

Tx53/18f

Tx44/18b

Tx13/160

Tx14/16¢

Tot

20

13

13

42

28

26

15

09

23

08

527

28

13

22

17

16

14

43

29

25

14

08

18

09

536

26

12

20

16

12

12

41

27

24

14

08

18

07

488

43

(conclusao)

37

0,92

0,86

0,76

0,76

0,75

0,82

0,93

0,90

0,92

0,93

0,89

0,78

0,87

0,85

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Tabela 8 - Resultados da avaliagao manual e pela Rede Neural das imagens de Prodocitos

Avaliagao Média Média Média
Média Média
de (No) de (Nt) Média
das (d) em (D) em (No) (Nt) (GVIP)
por por Dpod
imagens mm mm x103
imagem imagem
Manual 7,03x1,1 8,89+1,5 527 25,113 133 6,47+3,6 178,71166 6,7+3,6
Rede 6,85+1 8,66+1,4 536 25,5+15 138 6,714,2 178,14163 6,5+2,8
Diferengas -25 -25 +1,7 +1,6 +3,7 +3,55 -0,33 -3,6

(%)
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As meédias dos resultados dos 6 atributos morfolégicos extraidos pelo método
Manual e pela Rede Neural (Tabela 10) foram testados de forma pareada,
considerando a hipotese nula (Ho) de que os valores nao teriam diferenca entre as
amostras. Para todos os valores testados nao houve diferenca estatisticamente
significativa (nenhum p-valor <0,05), portanto, nao foi possivel rejeitar a Ho e
confirmou-se que os resultados dos valores encontrados pela Rede Neural sdo
semelhantes aos obtidos através da identificacdo manual ( Figuras 16, 17 e 18 dos
graficos em Boxplot).

Figura 16 - Médias dos diametros aparente (d) e real (D) aferidos de forma Manual e pela Rede

Neural apresentaram ao Teste t de Student pareado resultados de p-valor >0.05,
com I.C. de 95%.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Figura 17 - Médias dos numeros de podécitos totais (No) e corrigidos (Nt) aferidos
forma Manual e pela Rede Neural apresentaram ao Teste t de student pareado
resultados de p-valor >0.05, com I.C. de 95%.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).



57

Figura 18 - Médias das densidades podocitarias (Dpod) aferidas de forma Manual e pela Rede
Neural (grafico superior) e médias dos volumes glomerulares por podécito (GV/P)
aferidos de forma Manual e pela Rede Neural (grafico inferior) apresentaram ao
Teste de Wilcoxon pareado resultados de p-valor >0.05, com I.C. de 95%.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

4.3  Aspectos Eticos

O projeto foi submetido em 23/05/2018 a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Alagoas através do cadastro online da
pesquisa na Plataforma Brasil do Ministério da Saude e aprovado em 28/06/2018
(CAAE: 91131418.3.0000.5013). Somente apoés esta aprovacdo, foi dado inicio a
parte pratica da pesquisa que envolve confecgdo de laminas de microscopia 6ptica
extraidas de blocos de parafina previamente coletadas para outros fins diagnésticos
e que foram arquivadas no Laboratério de Patologia Renal no HU da Universidade

Federal do Maranhao (HUUFMA). Também foi necessario acesso as informagdes
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contidas apenas nas fichas de bidpsia (ver em anexo B) as quais constam dados
clinicos, epidemiol6gicos e laboratoriais, incluindo os laudos descritivos de cada
bidpsia. Nao foi necessario ter acesso ao prontuario completo de cada participante.
Por diversos motivos que estdo descritos no anexo A, justificamos o declinio do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A proposta deste estudo estabeleceu que nao haveria riscos diretos a saude
dos individuos participantes. Trata-se de um estudo retrospectivo no qual nenhum
sujeito foi submetido a novas abordagens médicas (diagndsticas ou terapéuticas)
para a realizacao desta pesquisa. Foi garantida a nao violagado da confidencialidade
das informacbées dos participantes (Anexo A). As imagens selecionadas foram
classificadas por sequéncias de numeros e/ou letras para nao permitir acesso a
identificacdo dos casos estudados por agentes externos ao estudo, sendo estes

dados posteriormente analisados e apresentados de forma anénima.

44 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média +/- desvio padrao (DP) para variaveis
continuas e em porcentagem para variaveis categéricas. O resultado da densidade
po-docitaria do presente estudo foi comparado com o do artigo base de
(VENKATAREDDY et al.,, 2014) e de outros artigos do estado da arte através do
Coeficiente de variacao (CV).

Foi verificado se os resultados de cada uma das 6 variaveis analisadas (d, D,
No, Nt, Dpod e VG/P) seguiram uma distribuicdo normal através da aplicacdo de 3
testes: Teste de Anderson-Darling, Teste de Shapiro-Wilk e Teste de Kolmogorov-
Smirnov. O grau de confianga estabelecido para estes testes foi de 1 - a = 0,95. Se
p-valor < que a em pelo menos 2 testes, rejeitou-se a hipdtese nula de que as
distribuicées das amostras poderiam ser aproximadas da distribuicdo normal.

Para as variaveis que seguiram uma distribuicdo normal, foi utilizado o Teste
t pareado e para as outras variaveis o teste nao-paramétrico de Wilcoxon pareado.

Valor de p< 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.
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5 CONCLUSAO

Esta dissertacdao conseguiu verificar o uso da marcagdo podocitaria por
imuno-histoquimica com anticorpo anti-WWT1, nesta série de casos, como uma
técnica viavel para se aplicar o calculo da densidade podocitaria com resultados
semelhantes aos de Venkatareddy et al. (2014) e outros estudos do estado da arte
que utilizaram a marcagdo padrdao por imunofluorescéncia (Tabela 5). Esta
conclusao pode permitir a aplicacdo da IH em futuros experimentos de quantificacao
podocitaria, com as seguintes vantagens: menor exigéncia técnica para visualizagao
das imagens (através da MO) e melhor disponibilidade do material para replicagcéao
(utiiza amostras de bidpsias parafinadas conservadas em formalina e apresenta
longa permanéncia de fixacdo da marcac¢ao nas laminas).

A utilizacdo da U-Net possibilitou a automatizacdo do processo manual de
quantificacdo da densidade podocitaria pelo método do Fator de Correcéao através
da criacdo de uma CNN com desempenho satisfatério tanto na identificacao de
pixels pertencentes aos podocitos, como para identificacdo dos nucleos podocitarios.
Apesar das dificuldades apresentadas pelas imagens, como a grande densidade de
outras células que nao sao podocitos no compartimento glomerular e a alta
heterogeneidade de pigmentagéo e variagdo morfolégica dos nucleos marcados com
IH, as metricas de desempenho apresentaram resultados que possibilitaram
observar a importante capacidade discriminativa da rede. Tal fato foi verificado com
avaliacao comparativa entre as métricas aferidas através de identificacdo Manual e
pela Rede Neural, confrmando que ndo houve diferenca estatistica entre os 2
grupos de resultados.

O uso da Rede Neural oferece a vantagem de nao exigir um pré-
processamento das imagens visto que a extracao de caracteristicas € automatica e
intrinseca ao processo. Além disso, pode ser generalizada para outros tipos de
células ou biomarcadores celulares. Contudo, a principal utilidade pratica atribuida a
esta automatizacao foi a capacidade de otimizar o tempo utilizado no processo de
quantificacdo de densidade celular, que em média na identificacdo manual pelo
profissional foi necessario de 3 a 15 minutos por imagem neste estudo, € 0 mesmo

resultado foi obtido pela Rede Neural em alguns segundos para todas as imagens.
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Tal fato podera viabilizar a insercdo desta avaliacdo quantitativa na rotina
diagnéstica do patologista, pois uma importante barreira técnica estaria sendo
superada. Outros beneficios futuros poderao advir da dissemina-cado deste recurso
computacional, tais como:. reducdo da subjetividade dos resultados e da
classificacdo, quantidade maior de informacdes que poderao apoiar um diagnés-tico
elou decisao terapéutica e criacdo de ferramenta para predicdo de desfechos na
doenca renal crénica em diversos pacientes portadores de glomerulopatias.

Algumas limitagdes do processo foram observadas, como a avaliagdo manual
por apenas um profissional, a dificuldade de diferenciar a sobreposicao de nucleos
em algumas imagens que poderiam interferir no didmetro nuclear calculado, a
guantidade limitada de imagens e a intensa variabilidade da marcacao da IH pelo
anticorpo anti-WT1. Todos estes obstaculos sao passiveis de correcao, fato que

acrescenta um potencial significativo para futuras otimizacdes na rede.
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APENDICE A - REVISAO BIBLIOGRAFICA DA PODOMETRIA APLICADA A
PATOLOGIAS GLOMERULARES EM HUMANOS

Tabela 9 - Comparagdo entre artigos que avaliaram Dpod em rins humanos de doadores de
transplante (grupo controle) e resultados da avaliacdo dos grupos de estudo.

Dpod dos pacientes  Resultados
N° de Marcacdo do grupo controle relevantes nos

Silinck Wl bibpsias Podocitiria  (podécitos/{0smms)  grupos de

estudo
MO
(PAGTALUNAN  Weibel e (marcacdo 235
8 -
et al., 1997) Gomez pacric) o
ME.
MO Reducao do N°
Weibel e " gao
(STEFFES et (marcacdo 218 de podécitos em
al., 2001) Gm‘ez. ) - padrdo) e DM para todas
Cavalieri ME. as idades.
Nao houve
MO diferenca
(LEMLEY etal, Weibel e eacige . significativa de
14 padrédo) e reducdo
e l ME. entre controle x
IgA.
Taxa de
excrecdo de
Weibel e MO albumina
Gomez % N
(WHITE et al., o (marcacao 193 correlacionou-
2002) Cavalieri 10 padrﬁo) e se
Disector/ ME. negativamente
fractionator com o n° de

poddcitos.




APENDICE A. Revisdo bibliografica da podometria aplicada a patologias glomerulares em humanos

N° de

Referéncia Método biopsias

Dpod dos pacientes

Marcagdo do grupo controle
Podocitaria  (podécitos/10smms)

Resultados
relevantes
nos
grupos de
estudo

(VESTRA et al,, Weibel and

2003) Gomez -

(SUetal., Weibel and
2009) Gomez

Fator de

(VENKATAREDDYcorrecio (CF 10
et al, 2014) method)

Fator de

corregdo (CF 19
method)

(ANDEEN et
al., 2015)

MO
(marcagdo

padrdo) e
ME.

IF, anti-corpo
policional 365
anti-WT1.

IF, Ac.
Anti-WT1e 194
anti- TLE4.

IH:

anti- WT-1e 181
anti-p57.

Mudancas na
densidade dos
poddcitos
ocorrem

desde os
estagios iniciais
da nefropatia
diabética e
podem
contribuir para o
aumento da
albumintria.

N° de poddcitos
diminuiu 30-51%
em pacientes
com DM.
Correlagao
negativa da
densidade e
proteinuria.

Validacéo de
método para
calculo de
densidade
baseado em
secdo Unica.

O diametro

nuclear médio
do poddcito foi
aumentado em
DM avangada.
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Referéncia Método biopsias

Dpod dos pacientes
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Resultados
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(VESTRA et al,, Weibel and

2003) Gomez -

(SUetal., Weibel and
2009) Gomez

Fator de

(VENKATAREDDYcorrecio (CF 10
et al, 2014) method)

Fator de

corregdo (CF 19
method)

(ANDEEN et
al., 2015)

MO
(marcagdo

padrdo) e
ME.

IF, anti-corpo
policional 365
anti-WT1.

IF, Ac.
Anti-WT1e 194
anti- TLE4.

IH:

anti- WT-1e 181
anti-p57.

Mudancas na
densidade dos
poddcitos
ocorrem

desde os
estagios iniciais
da nefropatia
diabética e
podem
contribuir para o
aumento da
albumintria.

N° de poddcitos
diminuiu 30-51%
em pacientes
com DM.
Correlagao
negativa da
densidade e
proteinuria.

Validacéo de
método para
calculo de
densidade
baseado em
secdo Unica.
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do poddcito foi
aumentado em
DM avangada.
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APENDICE A. Revisio bibliografica da podometria aplicada a patologias glomerulares em humanos

Dpod dos pacientes  Resultados
.. N°de Marcagdo  do grupo controle relevantes nos
Referéncia Métod
ereren °  biépsias Podocitiria (podocitos/f0smms) grupos de
estudo
Idade: Redugdo de
Fator de <18 a(318), 0,9% na
(HODGIN et al., corregdo (CF 89 IFAc.ant-  19-45a(211), densidade de
2015) method) TLE4. 46-60a(151), podicitos por
>60a(121). ano.
Idade entre 4-17
anos. Pacientes
F tadores de S.
(WICKMAN et oo IF Ac. anti Sl
ao (CF 17 30 de Alport ¢
a, oo ool TLE4, ’ PApLEom
method) redugdo da
densidade
(203).

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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APENDICE B - DADOS DA ANALISE ESTATISTICA:

Os dados abaixo foram analisados no programa de estatistica RStudio:

Foi verificado se os resultados de cada uma das 6 variaveis analisadas (d,
D, No, Nt, Dpod e VG/P) seguiram uma distribuicdo normal através da aplicacao
de 3 testes: Teste de Anderson-Darling, Teste de Shapiro-Wilk e Teste de
Kolmogorov-Smirnov. O grau de confianga estabelecido para estes testes foi de 1
- a = 0,95. Se p-valor < que a em pelo menos 2 testes, rejeitou-se a hipdtese nula
de que as distribuicbes das amostras poderiam ser aproximadas da distribuicao
normal.

Para as variaveis que seguiram uma distribuicdo normal, foi utilizado o
Teste t pareado e para as outras variaveis o teste nao-paramétrico de Wilcoxon
pareado. Valor de p< 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.

* Verificagdo da distribuicdo das amostras para as variaveis:

1) d) aparente Manual e (d) aparente Rede: Statistic p-value Shapiro-Wilk
norma-lity test 0.97300 0.7982 One-sample Kolmogorov-Smirnov test
0.09805 0.9756 Anderson-Darling normality test 0.19825 0.8699 [1]
‘NORMAL” Paired t-test data: manual values and network values t =
1.5637, df = 20, p-value = 0.1336 alternative hypothesis: true difference in
means is not equal to 0 95 percent confidence interval: -0.05620741
0.39280058 sample estimates: mean of the differences 0.1682966.

2) (D) real Manual e (D) real Rede: Statistic p-value Shapiro-Wilk normality
test 0.9378 0.1974 One-sample Kolmogorov-Smirnov test 0.1073 0.9480
Anderson-Darling normality test 0.3784 0.3747 [1] “NORMAL” Paired t-test
data: ma-nual_values and network values t = -4.048, df = 20, p-value =
0.0006288 alternative hypothesis: true difference in means is not equal to 0
95 percent con-fidence interval: -8.316865 -2.660278 sample estimates:
mean of the differences -5.488571.

3) N° de podécitos Manual e N° de poddcitos Rede: Statistic p-value Shapiro-
Wilk normality test 0.9767 0.8706 One-sample Kolmogorov-Smirnov test
0.1223 0.9840 Anderson-Darling normality test 0.1985 0.8692 [1]
‘NORMAL” Paired t-test data: manual _values and network values t = -



4)

5)

6)
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0.61322, df = 20, p-value = 0.5466 alternative hypothesis: true difference in
means is not equal to 0 95 percent confidence interval: -1.886413 1.029270
sample estimates: mean of the differences -0.4285714

N° de poddcitos corrigido manual e N° de podécitos corrigido Rede:
Statistic p-value Shapiro-Wilk normality test 0.9309 0.1433 One-sample
Kolmogorov-Smirnov test 0.1379 0.8381 Anderson-Darling normality test
0.4455 0.2559 [1]

“‘“NORMAL” Paired t-test data: manual_values and network values t = -1.013,
df =20, p-value = 0.3232 alternative hypothesis: true difference in means is not
equalto 0 95 percent confidence interval: -0.6992397 0.2420968 sample

estimates:mean of the differences -0.2285714.

D.Pod manual e D.Pod rede: Statistic p-value Shapiro-Wilk normality test
0.8182 0.001261 One-sample Kolmogorov-Smirnov test 0.1524 0.686013
Anderson-Darling normality test 1.2184 0.002695 [1] “NAO NORMAL’
Wilcoxon signed rank test with continuity correction data: manual_values and
network_values V = 90, p-value = 0.3848 alternative hypothesis: true location
shift is not equal to 0.

(GV/P) Manual e (GV/P) Rede: Statistic p-value Shapiro-Wilk normality test
0.7250 5.738e-05 One-sample Kolmogorov-Smirnov test 0.1633 8.864e-01
Anderson-Darling normality test 2.2258 7.266e-06 [1] “NAO NORMAL” Wil-
coxon signed rank test with continuity correction data: manual_values and
network values V = 98, p-value = 0.3183 alternative hypothesis: true
location shift is not equal to O.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Ao: COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP) UFAL :

Solicito a dispensa da aplicagdo do Termo de consentimento livre e
esclarecido do projeto de pesquisa intitulado “Processamento computacional de
imagens de microscopia Optica para quantificagdo das variaveis
histopatoldgicas relacionadas as lesées de poddcitos na nefrite lipica.” para
o material utilizado no “grupo controle” da pesquisa, com as seguintes
justificativas:

1) Trata-se de pesquisa retrospectiva com uso de imagens de microscopia
optica provenientes de laminas de tecido renal adquiridas de forma
protocolar durante o processo de transplante renal com doador falecido,
cuja a indicacgao foi avaliar a viabilidade do 6rgao antes de transplanta-lo, e
apds o procedimento permane-ceram arquivadas em um laboratério de
patologia. Nestes casos, as informagdes pessoais dos doadores e suas
caracteristicas clinicas/laboratoriais estdo sobre sigilo com a Central de
Doacéao de Orgaos responsavel pelo procedimento e com o laboratério de
patologia. Nao sera necessario a nossa pesquisa ter acesso a estes dados,
apenas as imagens microscopicas que serao identificadas de forma
alfanumérica, sem risco de violar o anonimato dos participantes.

2) Em todos os casos, os pacientes doadores de rim ja vieram a 6bito.

3) Dificil localizagao de familiares, pois 0s mesmos nao frequentam o hospital
e 0s consultérios dos médicos responsaveis pelo processo de transplante
no qual seu parente foi um doador ap6s a morte.

4) Os pacientes foram atendidos ha muito tempo e o endereco ou telefone ja
nao devem ser os mesmos e estao sobre sigilo da instituicao responsavel
pelo transplante conforme Legislacdo brasileira sobre doacdo de érgaos
humanos e de sangue. — 2. ed. — Brasilia : Camara dos Deputados,
Edicdes Camara, 2009, capitulo I, art.14, inciso 4° “Os estabelecimentos
de salde e as equipes especializadas firmardo compromisso, no pedido de
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autorizacado, de que se sujeitam a fiscalizacdo e ao controle do poder
publico, facilitando o acesso de seus agentes credenciados a instalagdes,
equipamentos e prontuarios, observada, quanto a estes, a necessaria
habilitacdo, em face do carater sigiloso destes documentos, conforme for
estabelecido pelo Conselho Federal de Medicina.”

5) A aplicacdo do TCLE aos familiares do doador violaria o compromisso da
Central de Doacdo de Orgédos e da equipe de transplante renal com a
privacidade e a confidencialidade dos dados utilizados no processo, pondo
em risco 0 anonimato do sujeito e de seus familiares.

6) Os dados obtidos na pesquisa somente seréo utilizados para o projeto
vinculado.

Solicito a dispensa da aplicacdo do Termo de consentimento livre e
esclarecido do projeto de pesquisa intitulado “Processamento computacional de
imagens de microscopia oOptica para quantificacio das variaveis
histopatologicas relacionadas as les6es de poddcitos na nefrite ltipica.” para
o material utilizado no “grupo de estudo” da pesquisa, com as seguintes
justificativas:

1) Tratar-se de um estudo observacional, analitico ou descritivo retrospectivo,
que empregara apenas informacgdes provenientes das fichas de protocolo
de biopsia renal (vide anexo B) disponiveis na instituicdo e nao sera
utilizado o prontuario médico integral dos participantes. A utilizacao de
material biolégico esta restrita a aquisicdo de imagens de laminas de
microscopio as quais encontram-se arqui-vadas apés utilizacdo em
procedimentos diagnosticos prévios e independentes da pesquisa.

2) Todos os dados serao manejados e analisados sem identificacao nominal
dos participantes de pesquisa.

3) Os resultados decorrentes do estudo serdo apresentados de forma

agregada, nao permitindo a identificacao individual dos participantes.

4) Trata-se de um estudo nao intervencionista (sem outras intervencdes
clinicas durante o desenvolvimento da pesquisa) e sem
alteracdes/influéncias na rotina/tratamento do participante de pesquisa, e
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consequentemente sem adicdo de riscos ou prejuizos ao bem-estar dos
mesmos.

O laboratério de patologia do HUUFMA é de referéncia nacional para a
rede de Hospitais das Universidades Federais, portanto, recebe material
de biopsia renal de diversos estados da federacédo. Estes materiais vém
acompanhados apenas de uma ficha de protocolo de biépsia renal (vide
anexo B) cujos dados serao utilizados nesta pesquisa. Nao € possivel ter
acesso aos prontuarios médicos dos pacientes porque o laboratério de
patologia da UFMA nao tem a posse da maioria deles que estao
arquivados em outras instituicées (Hospitais Universitarios) e a distancia
geografia entre as origens dos pacientes que foram biopsiados € mais um
fator importante que inviabiliza o acesso aos prontuarios e também a
aplicacao do TCLE aos participantes.

O investigador principal e demais colaboradores envolvidos no estudo

acima se comprometem, individual e coletivamente, a utilizar os dados
provenientes deste, apenas para os fins descritos e a cumprir todas as diretrizes e
normas regulamentadoras descritas na Res. CNS N° 466/12, e suas
complementares, no que diz respeito ao sigilo e confidencialidade dos dados
coletados.

Atenciosamente,

Rafael Fernandes Vanderlei Vasco - Pesquisador responsavel pelo estudo.
Michelle Jacintha Cavalcante Oliveira - Orientadora do estudo.

Fabiane da Silva Queiroz - Co orientadora do estudo.

Gyl Eanes Barros Silva - Pesquisador colaborador do estudo.

Maceid, de de 20
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ANEXO B - FICHA DE BIOPSIA RENAL DO LABORATORIO DE PATOLOGIA DA

UFMA

Figura 19 — Ficha utilizada para coleta de dados dos pacientes submetidos a

LABORATORIO DE IMUNOFLUORESCENCIA E MICROSCOPIA ELETRONICA

Nome:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

HOSPITAL UNIVERSITARIO

PROTOCOLO DE BIOPSIA RENAL

Sexo:

oo

Cor:

LINVIE

Prontuario:

Historia:

Naturalidade:

DN: / /

BR

AMF:

AMP:

CREATININA:

UREIA:

PROTEINURIA:

URINA I:

SOROLOGIAS:

COMPLEMENTO:

ALBUMINA:

AUTOANTICORPOS:

HEMOGRAMA:

DISMORFISMO:

OUTROS:

MEDICACOES:

ULTRASSOM:

HIPOTESE DIAG

NOSTICA:

DATA:

Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhio
Rua Bar8o de Itapary, 227 Centrxo C.E.P. 65. 020-070 S&oc Lmis — Maranhdo

P

/



ANEXO C — FORMULARIO PARA COLETA DE INFORMAGOES.

Figura 20 — Formulario que foi utilizado para coleta de dados de cada caso que
sera analisado no projeto.

Universidade Federal de Alagoas
Instituto de Computacao da UFAL

Pos-graduacio em Modelagem Computacional do Conhecimento

Projeto: “Processamento computacional de ilnagens de microscopia
optica para quantificacao das variaveis histopatolégicas relacionadas as lesoes de

podocitos na nefrite lipica.”

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

Caso N°
N°® da Imagem Proteinuria de 24h
Idade Complemento
Sexo Classe de Nefrite Liupica
Creatinina N° de glomérulos
Ureia Indice de Atividade
Albumina Indice de Cronicidade
ANALISE COMPUTACIONAL DAS IMAGENS
Glomérulo N° de poddcitos Volume Glomerular Densidade

podocitaria

Total




ANEXO D - DECLARAGAO DE CUMPRIMENTO, PUBLICIZACAO E
DESTINAGCAO DOS DADOS/MATERIAIS COLETADOS.

Figura 21 - Declaragdo de Cumprimento, Publicizacdo e Destinagao dos Dados/
Materiais Coletados.

DECLARACAO DE CUMPRIMENTO DAS NORMAS DA RESOLUCAO 466/12,
DE PUBLICIZACAO DOS RESULTADOS E SOBRE O USO E DESTINAGAO DO
MATERIAL/DADOS COLETADOS

Rafael Fernandes Vanderlei Vasco — pesquisador responsavel
pelo projeto, Fabiane da Silva Queiroz — Coorientadora, Gyl Eanes Barros
Silva - Pesquisador colaborador do estudo e Michelle Jacintha Cavalcante
Oliveira - Orientadora do estudo, pesquisadores do projeto intitulado :
“Processamento computacional de imagens de microscopia dptica para
quantificagdo das variaveis histopatologicas relacionadas as lesGes de
podadcitos na nefrite lupica.”, ao tempo em que nos comprometemos em
seguir fielmente os dispositivos da Resolugdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude/MS, asseguramos que os resultados da presente
pesquisa serdo tornados publicos sejam eles favoraveis ou ndo, bem como
declaramos que os dados coletados para o desenvolvimento do projeto e
imagens de laminas de microscopia Optica serdao utilizados para
desenvolver uma técnica computacional de avaliagdo de alteragoes
presentes em imagens de poddcitos marcados com anticorpo anti-WT1
em biopsias renais e, apds conclusdo da pesquisa, serao armazenados por
5 anos em banco de dados no laboratdrio de patologia renal pertencente
ao Hospital Universitario da UFMA de onde foram utilizadas as amostras
para o estudo. As laminas sdo de guarda permanente do laboratério de
patologia da UFMA, sem prazo para descarte.

Maceio, de de

Rafael Fernandes Vanderlei Vasco

Fabiane da Silva Queiroz

Gyl Eanes Barros Silva

Michelle Jacintha Cavalcante




ANEXO E - TABELAS COMPLETAS

Tabela 10 - Resultados da avaliagio manual de imagens glomerulares e pela Rede

Neural.
Coeficiente
de
Imagem: ©) i b
N° - accar!
Manual () real Nedepo- | 9¢P° pe (GRS L
. aparente o décitos docitos D.P. para
em mm corrigido similaridade
Rede Neural mm entre pixels
dos nucleos
Tx71/18f 4,89 6,01 19 6,3 238 4.207
Tx71/18fR 4,46 544 12 43 160 6.240 0,88
Tx68/18b 7,09 8,97 38 9,5 171 5.838
Tx68/18bR 6,54 8,23 38 10,2 183 5.475 0,81
Tx100/17b 5,04 6,21 30 9,8 253 3.958
Tx100/17bR 4,53 5,54 30 10,5 273 3.667 0,91
Tx68/18i 7.88 10,05 25 57 85 11.815
Tx68/18iR 7,14 9,04 K] | 7,7 114 8.794 0,86
Tx05/16a 6,05 7,57 65 18,5 220 4.540
Tx05/16aR 5,74 7,15 66 19,5 233 4.295 0,83
Tx53/18e 7,95 10,14 39 8,9 184 5.424
Tx53/18eR 7,72 9,83 41 9,6 199 5.037 0,83
Tx68/18l 7,17 9,08 22 55 170 5.883

Tx68/18IR 6,72 8,47 16 4,2 130 7.681 0,85




ANEXO E. Tabelas completas

Tx13/16e
Tx13/16eR
Tx100/17f
Tx100/17fR
Tx100/17e
Tx100/17eR
Tx05/16b
Tx05/16bR
Tx49/18b
Tx49/18bR
Tx21/17d
Tx21/17dR
Tx42/16c
Tx42/16cR
Tx49/18a
Tx49/18aR
Tx21/17f
Tx2117R
Tx13/16i
Tx13/16iR
Tx53/18f
Tx53/18fR
Tx44/18b

Tx44/18bR

8,41
7,47
6,26
5,59
6,42
6,29
6,16
6,39
6,37
5,87
8,66
7,26
6,99
7,22
7,28
6,48
7,97
7,83
7,9
6.83
8,29
7,57
8,25

7,97

10,77
9,49
7,85
6,95
8,07
7,89
702

8,03

7,33
11,11
9.2
8,84
9,15
9,23
8,15
10,17
9,98
10,07
8.62
10,6
9,62
10,55

10,17

29

29

26

33

13

15

24

27

20

17

13

18

13

19

42

45

28

28

26

23

15

15

6,3

7,2
10
3,5
4.1
6,7
7,3
5,5
4,9
2,8
44
3.3
4,7
10,3
121
6,4
6.5
6,0
5.9
3,3

3,6

241

202

223

185

256

249

292

331

362

214

194

53

85

138

197

162

190

101

102

158

158

211

227

92

4.939

4.480

5411

3.909

4.014

3.423

3.024

2.766

4.667

5.166

18.853

11.777

7.211

5.064

6.187

5.263

9.912

9.769

6.296

6.327

4.741

4.399

10.925

10.618

0,91

0,86

0,93

0,89

0,89

0,86

0,84

0,78

0,89

0,85

0,92

0,92
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ANEXO E. Tabelas completas

Tx13/160
Tx13/160R
Tx14/16¢c
Tx14/16cR
Geral
Geral R

Diferencas
(%)

6,43
6,91
6,11
5,39
7,03

6,57

-6,5

8,08
8,73
7,65
6,68
8,89

8,27

-6,8

23
18
8
9
527

529

+0,38

6,2
4.6
23
2,8
133

140,8

+5,8

220
162
114
141
164

174

+6,1

4.551
6.155
8.799
7.111
6.086

5.745

-56

0,82

0,96

0,87

*Densidade podocitaria em podécitos/106mm3, ** Volume glomerular por peddcito (GV/P) em mm3

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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