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RESUMO

O uso da dimenséo fractal, como par@metro para analises de imagens bioldgicas, vem
aumentando continuamente, sendo a analise de células uma das principais
aplicacoes, devido a sua natureza fractal. O presente trabalho, teve como objetivo
desenvolver um software, capaz de estimar a dimenséo fractal do nucleo de linfocitos
em interfase e, posteriormente, analisar as mudangas na dimenséao, apos a irradiacao
nas doses de 3Gy e 4Gy. A pesquisa usou amostras de sangue periférico humano de
quatro voluntarios do sexo masculino, que foram irradiadas com radiacdo gama
proveniente de uma fonte de cobalto-60. Em seguida foi feito o esfregagco sanguineo
dessas amostras e das amostras controle (n&do irradiadas). Os esfregagos foram
levados ao microscopio e foram feitas fotomicrografias dos linfécitos. Posteriormente,
foi desenvolvido um software na linguagem de programacao Python. O programa foi
capaz ndo so6 de estimar a dimenséo fractal dos nucleos dos linfocitos, como também
os identificou nas fotomicrografias, cortou a regido de interesse e realizou o
processamento das imagens. Os resultados apresentaram diferenca estatistica
significativa entre as dimensdes de nucleos de linfécitos irradiados e néo irradiados,
para a 75% dos voluntarios, utilizando o método de box counting classico. O método
se mostrou eficaz e reprodutivel para a andlise fractal do nucleo de células. Mais
estudos sdo necessarios para se investigar se ha outros tipos de alteracdes, por
agentes fisicos, quimicos ou mesmo de células com alteracdes genéticas, que

possam ter a dimensao fractal como ferramenta para mensurar tais danos.

Palavras-chave: Fractal; Linfocitos; Radiacao.



ABSTRACT

The use of fractal dimension as a parameter for analysis of biological images has been
increasing continuously. One of the main applications is cell analysis, due to their
fractal nature. The present work aimed to develop a software capable of estimating the
fractal dimensions of lymphocytes nuclei in interphase and, later, analyze the changes
in those dimensions after irradiation at doses of 3Gy and 4Gy. The research used
human peripheral blood samples from four male volunteers, irradiated with gamma
radiation from a cobalt-60 source. Then, blood smears of these samples and non-
irradiated control samples were made. The smears were taken under a microscope
and photomicrographs of the lymphocytes were taken. Subsequently, a software was
developed in the Python programming language. The program was able not only to
estimate the fractal dimensions of the lymphocytes nuclei, but also to identify them in
the photomicrographs, cut the region of interest and process the images. The results
showed a statistically significant difference between the dimensions of irradiated and
non-irradiated lymphocytes nuclei for 75% of the volunteers, using the classic box
counting method. This method proved to be efficient and reproducible for fractal
analysis of cell nuclei. More studies are necessary to investigate whether there are
other types of alterations caused by physical and chemical agents or even cells with
genetic alterations that may have fractal dimension analysis as a tool to measure such

damage.

Key-words: Fractals; Lymphocytes; Radiation.
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1 INTRODUCAO

A geometria fractal é a geometria de objetos que possuem formas complexas
e dessa forma ndo podem ser descritas pela geometria euclidiana, sendo comumente
encontrada na natureza, seja em suas composi¢cées ou em seus fendémenos, fazendo
parte de uma das mais importantes vertentes da ciéncia, a do estudo do caos,
formalizada por Benoit Mandelbrot na década de 1960. Mandelbrot usou o adjetivo
“fractal” para indicar objetos cuja geometria complexa ndo pode ser caracterizada por
uma dimenséo integral. (Benoit B. Mandelbrot, 1983; LOPES; BETROUNI, 2009).
Essa abordagem, compde atualmente uma gama de aplicacbes e estudos nas
diversas areas do conhecimento, sendo algumas dessas areas a medicina e biologia,
gue se utilizam dessa geometria de forma extensiva (PANIGRAHY et al., 2019).

Um dos principais parametros abordados na geometria fractal € a sua
dimensdo. Na geometria classica sdo compreendidas dimensdes fisicas
representadas por valores inteiros: zero (0) representa um ponto; um (1), uma reta;
dois (2), um quadrado; e trés (3), um cubo (SILVA e SOLZA, 2010). Entretanto, na
geometria fractal, o conceito de dimenséo é expandido e, podemos ter dimensdes
representadas por nUmeros nao inteiros que estao diretamente relacionados ao grau
de complexidade da estrutura ou objeto (ASSIS et al., 2008).

Os nucleos das células sdo um exemplo de estruturas que possuem geometria
fractal em especial os linfécitos, estas células fazem parte do tecido conjuntivo
sanguineo, compondo junto com outras células, o sistema imunolégico. Uma das
principais caracteristicas dessas células é sua morfologia peculiar, com uma relacao
ndcleo-citoplasma elevada, chegando o nucleo a ocupar 90% da area da célula
(ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013). O nucleo dos linfécitos, é composto por DNA
condensado. Quando esses estdo na fase GO do ciclo celular — conhecida como
interfase — ndo possuem morfologia uniforme, apresentando uma distribuicdo
heterogénea da cromatina, conhecida como territérios cromossdémicos (CREMER e
CREMER, 2002).

Apesar da aparente desordem da cromatina do nucleo interfasico de linfocitos,
existem fatores que atribuem a esse uma determinada arquitetura. Lieberman-Aiden
e colaboradores (2009), esclarece que os territérios cromossdmicos estudados por
Cremer e Cremer (2002), compOGe uma estrutura complexa, e traz a confirmacao que

a geometria do nucleo dos linfécitos é fractal, sendo esta, denominada de glébulo
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fractal. Com isso, além das analises classicas de parametros morfométricos como
tamanho da célula, intensidade da coloracao, entre outros, podemos obter também
sua dimensdo fractal. Uma outra caracteristica importante dos linfocitos é sua
sensibilidade a radiacdo ionizante, apesar de ser um tipo de célula bem diferenciada
(BERGONIE; TRIBONDEAU, 1906).

A radiacdo ionizante € uma forma de energia capaz de arrancar elétrons da
matéria, causando danos a estrutura atdbmica da mesma. No organismo humano, altas
doses de radiagdo podem ser letal. Entretanto, tem importantes aplicacdes na
medicina, na industria de energia, nas pesquisas e em diversos setores (OKUNO,
1982; BUSHONG, 2012). O uso continuo e crescente da radiacdo, traz consigo a
necessidade de um controle extensivo. Sendo assim, foram desenvolvidos diversos
métodos para determinar, seja de forma qualitativa ou quantitativa, se um individuo
recebeu uma dose além do normal de radiacdo (FERNANDES et al., 2006).

Dentre os meétodos de identificacdo de individuos expostos a radiacéo
ionizante, podemos identificar a biodosimetria. Esta técnica se baseia na capacidade
dos linfécitos em armazenar o dano da radiacéo ionizante, uma vez que, quando estes
sao irradiados, seu DNA é danificado, ocorrendo assim, falhas na replicacdo que sao
evidenciadas apds as células se dividirem em cultura, produzindo as chamadas
aberracdes cromossémicas (IAEA, 2011). Contudo, a biodosimetria é uma
metodologia cara, e que necessita de mao de obra altamente especializada, o que
pode vir a ser uma dificuldade operacional em caso de uma alta demanda, como
ocorrido em diversos incidentes e acidentes radioldgicos, ja que a mesma nao seria
suficiente para um rastreio em larga escala, como ocorrido no ataque das bombas
atdmicas de Hiroshima e Nagasaki, o acidente nuclear de Chernobyl, e o acidente do
césio-137 no Brasil (ROCCA et.al,1988; GRACIOTTI, 1989; LOGANOVSKY e
YURYEV, 2001; KERR et.al, 2015).

Uma alternativa que vém emergindo é o0 estudo da cromatina ainda em
interfase, sem a necessidade de cultivo celular nem de analise dos cromossomos
individuais, como mostrado por Xavier e colaboradores (2018), que conseguiram
evidenciar diferenca significativamente estatistica entre as células irradiadas e nédo

irradiadas.
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1.1 PROBLEMATIZACAO

A radiacdo ionizante tem a capacidade de quebrar as moléculas de DNA
presentes no nucleo das células, podendo causar efeitos imediatos, tais como:
radiodermite, vomito, nauseas ou tardios como desenvolvimento de céancer e
dependendo da dose recebida pode vir a ser fatal (OKUNO, 2013). Muitos métodos
para estabelecer o nivel de exposi¢éo a radiacdo foram desenvolvidos, motivados pelo
crescente uso desta tecnologia e pelo histérico de acidentes e incidentes radiolégicos:
0s meétodos podem ser fisicos ou biodosimétricos. Os métodos biodosimétricos
costumam ser usados em casos de exposicdes ocupacionais ou acidentes
radiologicos, pois nem sempre o0s individuos expostos estdo portando dosimetros
fisicos (FERNANDES, 2006).

Entretanto, o método biodosimetrico padrao ouro, consiste na quantificacdo de
aberracbes cromossdmicas em linfécitos do sangue periférico humano. Essa
metodologia, requer que as células atinjam a fase de metafase do ciclo celular, ou
seja, 48 horas, sendo o tempo um fator crucial para a equipe médica, em casos de
vitimas exposta a radiacao ionizante. Além disso, este método é laborioso, pois exige
a contagem de aberracdes cromossémicas em milhares de células, a fim de confirmar
se houve exposi¢do humana a radiagéo ionizante (IAEA, 2011).

Apesar de Xavier e colaboradores (2018) apresentarem uma alternativa
promissora usando a dimenséao fractal como um possivel indicador de exposi¢ao
humana a radiacdo ionizante, os procedimentos realizados para a obtencdo dos
resultados que envolvem a identificacdo dos linfécitos e a aplicacdo da dimenséo
fractal, se deu de forma manual, sendo avaliada apenas uma dose de 3Gy. Isso € um
fator limitante para uma avaliacdo de exposicdo humana em grande escala, uma vez
gue, seriam necessarios varios profissionais treinados e a validacdo do método para
seu respectivo uso. Assim, o problema da pesquisa foi delimitado: € possivel
identificar mudangas na dimensdo fractal no nudcleo de linfécitos interfasicos

irradiados, em doses de 3Gy e 4Gy, a partir de processo automatizado?
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1.2 OBJETIVOS

1.2.10Objetivo Geral
Desenvolver um software capaz de diferenciar linfécitos irradiados e nao
irradiados, utilizando como parametro a dimensao fractal da fotomicrografia de seus

nucleos, na intérfase.

1.2.2Objetivos Especificos

a) Desenvolver algoritmo capaz de identificar linfécitos em uma
fotomicrografia;

b) Elaborar e validar algoritmo capaz de determinar a dimenséo fractal de
fotomicrografias de linfocitos;

c) Analisar se existe diferenca entre as dimensdes fractais de linfocitos

irradiados e nao irradiados.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 GEOMETRIA EUCLIDIANA

Embora a geometria plana sé tenha sido formalizada por Euclides no século Ili
a.C, o seu surgimento tem origens muito mais remoto. Historicamente, os egipcios ja
usavam uma forma de geometria plana para delimitar areas de terras que eram
periodicamente inundadas pelo rio Nilo. Fica claro o surgimento da geometria pela
necessidade de mensurar o mundo. Entretanto, mesmo 0s povos antigos com sua
perspectiva limitada, a geometria plana era suficiente para satisfazer suas
necessidades (OLIVEIRA e BELLO, 2019; BICUDO, 2009).

Euclides formaliza a geometria classica na Grécia em 300 a.C, por meio de
cinco postulados basicos. Contudo, ao longo da histéria, diversos matematicos
discutiram a veracidade do quinto postulado de Euclides. O quinto postulado é
verdadeiro para figuras planas, mas nao para duas situacdes, em especial a esfera e
superficie curvas, sendo necessario o surgimento da geometria néo euclidiana, a qual
tratava dos casos em que os postulados ndo eram validos (SYLVA e YONEZAWA,
2017; VITORIO e PRIMO, 2020).
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2.2 GEOMETRIA FRACTAL

Mesmo antes do surgimento da geometria fractal, a geometria euclidiana ja ndo
era suficiente para descrever a natureza em sua totalidade, sendo necessario o
surgimento da geometria ndo euclidiana. Eentretanto, esta também possui limitagcdes,
pois ndo é capaz de descrever formas complexas (SILVA e SOUZA, 2010). Foi nessa
perspectiva que Benoit Mandelbrot introduz o conceito de fractais e de dimensé&o
fractal com base na dimensdo de Hausdorff (1886-1942) na década de 1960.
Mandelbrot usou o adjetivo “fractal” para indicar objetos cuja geometria complexa nao
pode ser caracterizada por uma dimenséo integral. A principal atragdo da geometria
fractal advém de sua capacidade de descrever a forma irregular ou fragmentada de
recursos naturais (LOPES e BETROUNI, 2009).

Segundo Mandelbrot (1983, p. 1),

Por que a geometria é frequentemente descrita como "fria" e "seca"? Uma
razao esta na sua incapacidade de descrever a forma de uma nuvem, uma
montanha, um litoral ou uma arvore. As nuvens nao sao esferas, as
montanhas ndo s&o cones, as linhas costeiras ndo sdo circulos e a casca ndo
é lisa, nem os relampagos viajam em linha reta.

2.2.1Classificacdo dos fractais

Um fractal € definido por trés caracteristicas basicas: a autossimilaridade, a
complexidade infinita e a dimensao fractal. Os fractais apresentam duas categorias:
as geométricas (deterministicas) e as nao lineares (aleatérias e da natureza). Os
fractais da natureza sdo elementos da natureza que possuem a caracteristica da
autossimilaridade, isto é, cada parte, em escala menor, € semelhante ao todo. Séo
considerados fractais da natureza: nuvens, rochas, couve-flor, arvores e o brocolis,
como se pode observar na figura 1 (VITORIO e PRIMO, 2020).

Os Fractais Geométricos caracterizam-se pelos modelos fractais construidos a
partir de figuras geométricas em que se repetem padrées continuamente, por um
método conhecido por iteracdo. Como exemplo de fractais geométricos tem-se: a
Curva de Koch; o Triangulo e Tapete de Sierpinski; e a curva de Peano Figura 2
(NASCIMENTO et al., 2012; BORREL et al., 2018).
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Figura 1 - Representacdo de um fractal natural (couve-flor).

Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Romanesco (2021).

Figura 2 - Curva de Peano 2D e 3D.

Fonte: BORRELL et al. (2018)

2.2.1.1 Autossimilaridade

A autossimilaridade é uma das caracteriscas mais importantes dos fractais. Ela
expressa que cada parte de uma determinada imagem em escala menor € igual ou
similar a parte inicial, ou seja, ndo importa o quanto a imagem seja ampliada mudando
de escala, esta sempre serd semelhante a sua estrutura original (ASSIS et al., 2008;
NASCIMENTO et al., 2012).

Segundo Capra (1996, p. 118),

A propriedade mais notavel dessas formas "fractais" é que seus padrdes
caracteristicos sdo repetidamente encontrados em escala descendente, de
modo que suas partes, em qualquer escala, sdo, na forma, semelhantes ao
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todo. Mandelbrot ilustra essa propriedade da "auto-similaridade" arrancando
um pedaco de uma couve-flor e indicando que, por si mesmo, esse pedaco
se parece exatamente com uma pequena couve-flor.

O mesmo nao ocorre com uma circunferéncia, por exemplo, que ao ser ampliada
tende a diminuir sua curvatura (figura 3). Os fractais ainda podem expressar dois tipos

de autossimilaridade: exata ou estatistica (NASCIMENTO et al., 2012).

Figura 3 - Circunferéncia em diferentes escalas.

Fonte: O Autor (2021).

Na autossimilaridade exata (figura 4), as mudancas no comprimento da escala
do fractal, resultam em sucessivas configuragdes idénticas a conformacao inicial, ou
seja, mesmo ampliado varias vezes, cada parte é idéntica a original, ndo importando
guantas ampliacdes sejam efetuadas (CAPRA, 1996; ASSIS et al., 2008; PILGRIM e
TAYLOR, 2018).

Figura 4 - Curva de koch € um exemplo de autossimilaridade exata.

o B
el RS

Fonte: PILGRIM e TAYLOR (2018).
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Na autossimilaridade estatistica (figura 5), a mudanca de escala ndo sera
exatamente igual. Assim, ela conserva suas propriedades numéricas ou estatistica em
diferentes escalas. Este é o tipo de fractal que encontramos na natureza:
autossemelhanca estatistica (NASCIMENTO et al., 2012).

Figura 5 - Fractal com autossemelhanca estatistica.

Fonte: https://medium.com/reflex%C3%B5es/recurs%C3%A30-09-fractais-e-a-
explora%C3%A7%C3%A30-da-recursividade-282d5¢1d9c7f (2021).

2.2.1.2 Complexidade infinita

A complexidade infinita esta ligada ao processo iterativo. Significa que um
determinado fendbmeno se repete infinitamente. Cada objeto fractal em sua formacéo
sofre um numero infinito de iteragbes que cuminam na sua forma complexa
(NUSSENZVEIG, 2003. p. 57; NASCIMENTO et al., 2012).

Segundo Capra (1996, p. 119),

Para modelar as formas fractais que ocorrem na natureza, podem ser
construidas figuras geométricas que exibem auto-similaridade precisa. A
técnica principal para se construir essas fractais matematicas € a iteracdo —
isto &, a repeticdo incessante de uma certa operacao geométrica. O processo
da iteracdo, que nos leva a transformagdo do padeiro (a caracteristica
matematica subjacente aos atratores estranhos), revela-se dessa forma
como o aspecto matematico central que liga a teoria do caos a geometria
fractal.


https://medium.com/reflex%C3%B5es/recurs%C3%A3o-09-fractais-e-a-explora%C3%A7%C3%A3o-da-recursividade-282d5c1d9c7f
https://medium.com/reflex%C3%B5es/recurs%C3%A3o-09-fractais-e-a-explora%C3%A7%C3%A3o-da-recursividade-282d5c1d9c7f
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Nesse contexto, fica evidente a ideia de que a geometria fractal € aquela que melhor
representa a natureza e seus fenémenos, afinal, 0 que € uma costa de um pais, ou a
superficie de uma rocha, ou até mesmo 0s vasos sanguineos que irrigam os pulmdes,
sendao o resultado de sucessivos eventos que ocorrem ao longo do tempo guiados por
atratores fisicos como o vento, a chuva, temperatura, pressédo, gravidade dentre

outros.
2.2.1.3 Dimensao fractal

Segundo Nussenzveig (2003, p. 56), dimensao € “o numero de informacdes (no
caso, dadas pelas coordenadas) necessarias para se localizar um ponto no espaco:
falamos que o espacgo possui trés dimensdes.”

Na geometria euclidiana, as formas, além de possuirem medidas e angulos
bem definidos, estdo imersos dentro de dimensdes espaciais representadas por
nameros inteiros, sendo o ponto representado pela dimenséo 0, a reta por 1, o plano
por 2 e o cubo por 3 (ELEUTERIO, 2021).

Entretanto, um objeto fractal ndo pode ser expresso por uma dimensao inteira,
levando em consideragédo que uma linha irregular ocupa mais espago que uma linha
reta que possui dimensdo 1 e menos que um plano que possui dimensao 2,
semelhantemente um pedaco de papel amassado ocupa mais espaco que um plano
e menos espaco que uma esfera com dimenséo 3 (CAPRA, 1996, p. 118).

Dessa forma, existem varias nocdes de dimensao, alguma ligadas ao espaco
métrico e outras ndo. Uma ideia de dimensdo simples que permite caracterizar os
fractais é a concepcao de capacidade elaborada por Kolmogorov, que consiste em
medir o quanto o conjunto de pontos que compdem um dado objeto, preenche o
espaco (NUSSENZVEIG, 2003. p. 56).

Diante disso, a dimenséao fractal pode ser expressa por um valor ndo inteiro.
Hausdorff, em 1919, desenvolve uma forma de calcular n dimensdes. Baseado nessas
ideias, esse método possibilitou o célculo da dimensdo de objetos fractais, assim
como, o desenvolvimento de inumeras metodologias para este fim (NUSSENZVEIG,
2003. p. 56).



23

2.2.2Estimativa da dimenséao fractal

Baseado no conceito de Hausdorff, podemos calcular a dimensao de qualquer
objeto, seja ele fractal ou ndo. O principio do método de Hausdorff € determinar quanto
espaco é ocupado pelo objeto analisado (NUSSENZVEIG, 2003. p. 56; ELEUTERIO,
2021). Tomemos uma reta, e em seguida vamos subdividi-la em cinco partes iguais,

como mostra a Figura 6.

Figura 6 - Divisdo de uma reta em cinco secdes iguais.

Fonte: O Autor (2021).

Cada secdo da reta representa 1/5 do todo. Dessa forma, o nosso fator de
reducdo € r = 1/5. Vamos analisar o que acontece em um quadrado com 0 mesmo
fator de r = 1/5 (figura 7).

Figura 7 - Diviséo de um quadrado com fator r = 1/5.

N =25

Fonte: O Autor (2021).
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Agora, a figura 7 foi dividida em 25 partes iguais. Logo, podemos representar o
valor de N como N = 252, Seguindo o raciocinio vamos agora dividir um cubo, ainda

utilizando r = 1/5 (figura 8).

Figura 8 - Divisdo de um cubo com fator r = 1/5.

N =125
Fonte: O Autor (2021).

Temos agora 125 partes iguais. Podemos, entéo, representar o N como N = 53,

Observe que podemos variar o fator r, alterando o numero de partes em que o objeto
é dividido. Em todos os casos, atribuindo a N a quantidade de partes obtidas ap6s a
divisdo, e r o fator de reducdo, podemos obter o valor D da dimensdo, como o
exponente que relaciona N e r.
N é quantidade de partes obtidas e esta relacionado a capacidade do objeto de
preencher o espaco. O r é o fator de reducao e D a dimensdo dos segmentos, como
mostra a equacgao 1, esta mesma equacgao pode ser reescrita, Como mostra a equagao
2.

N= 1/rP (Eq. 1)

N= (1/1)P (eq 2

Entretanto, para obtermos a dimensdo de um objeto, € necessério isolar o D
por meio da funcao logaritmica desenvolvendo conforme demostrado nas equacodes 3

e 4. Sendo assim, obtemos a equacao 5:
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log N = log(1/7)? (Eq. 3)
logN = D.log(1/r) (Eq. 4)
D = logN/log(1/r) (Eq. 5)

Assim, podemos obter a dimensao para qualquer objeto, sejam eles fractais ou
euclidianos. Observe que no caso da reta, quadrado e cubo, aplicando a equacgéo de

dimenséo, obtemos dimensdes inteiras 1, 2 e 3, respectivamente.
2.2.3Métodos computacionais para estimar dimensao fractal

A geometria fractal tem sido constantemente usada na analise de imagens, da
mesma forma que o desenvolvimento da computacgéo foi um fator essencial para que
Mandelbrot pudesse desenvolvé-la. Hoje, a computacdo e suas tecnologias sao
ferramentas essenciais, para estimativa e analise da dimenséo fractal (CAPRA, 1996).

Existem diversos métodos para o calculo da dimenséao fractal, cada um com
suas bases tedricas. No entanto, nem todos os métodos podem ser aplicados a
qualquer tipo de estrutura (BACKES e BRUNO, 2005).

Como cada metodologia se baseia num tipo de medicdo distinta do objeto
analisado, estes geram resultados diferentes para um mesmo objeto. Dentre os varios
métodos podemos citar: Massa-Raio, Analise intersec¢do acumulativa, Dividers,
Bouligand-Minkowski, Box Counting e Box Counting diferencial (BACKES e BRUNO,
2005).

O método de Box Counting (contagem de caixas) € um dos primeiros métodos
a surgir para estimar a dimenséo fractal de imagens computacionais. Esse método foi
definido primeiramente por Russel et al. (1980), e consiste em cobrir uma imagem
com grades de diferentes tamanhos de caixas. Em seguida sao contabilizadas
guantas dessas caixas possuem imagens. Dessa forma, obtemos o parametro N. O
fator de reducéo r € dado pelo tamanho do lado das caixas de cada grade utilizada,
como mostra a figura 9 (GRASSBERGER, 1983; LOPES e BETROUNI, 2009).
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http://www.theomparticle.com/HomogeneityAndFractality.html

Ao usar diferentes grades é obtido uma lista de valores de N e r, logo para
estimar a dimenséo fractal devemos tracar a reta dos minimos quadrados da relacao
log(N) por log(1/r), uma vez que a reta é uma funcdo afim na forma f(x) = ax + b, a
constate de inclinacdo a é justamente uma relacao fracionaria dos valores de x e y.
Dessa forma a inclinacdo da reta equivale a equacdo de Hausdorff (LOPES e
BETROUNI, 2009).

2.3 LINFOCITOS: NATUREZA E CARACTERISTICAS

Os linfécitos (figura 10) sdo células mononucleadas, que compdem a série
branca do tecido sanguineo e fazem parte do sistema imune. Apesar de existir
linfécitos que desempenham diferentes funcdes, estes compartilham caracteristicas
morfolégicas semelhantes, das quais se destacam: uma elevada relacdo nucleo-
citoplasma, com o ndcleo chegando a ocupar 90% da area da célula, citoplasma
escasso, nucleo esférico e de tonalidade azul-arroxeada (ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2013).


http://www.theomparticle.com/HomogeneityAndFractality.html
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Figura 10 - Linfdcito em esfregaco de sangue periférico 1000X.

>

_ -

Fonte: O Autor (2021).

Na figura 10, é possivel visualizar a morfologia nuclear do linfocito: regides de
maior e menor densidade, que corresponde as regides de heterocromatina (regiées
mais condensadas da cromatina) e eucromatina (regides menos condensadas),
associadas a organizacao e integridade do genoma (CREMER e CREMER, 2002).

A presenca de territérios cromossdmicos nao ocorre ao acaso. Esses,
compdem uma estrutura complexa, com caracteristicas fractais, o que ficou conhecido
como glébulo fractal, mostrado esquematicamente na Figura 11. O modelo fractal da
cromatina, tem sido aceito como sendo o padrdo de organizacdo do DNA em
cromossomos, no nucleo das células (LIEBERMAN-AIDEN et al., 2009).

Figura 11 - Estrutura do glébulo fractal

Equilibrium
globule

Fonte: LIEBERMAN-AIDEN, et al. (2009)

Lieberman-Aiden (2009) demonstrou pela técnica de Hi-C, que a cromatina se
enovela de maneira que se assemelha a pequenos glébulos, que dao origem as

chamadas regides cromossOmicas. A estrutura resultante desses globulos se
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assemelha a um fractal matematico conhecido por “curva de Peano” (figura 13), que
consiste em uma trajetéria fractal preenchendo um espaco 3D, sem que haja formacéo
de nos, nos finos filamentos da cromatina durante o seu processo de condensacgéo e
descondensacédo (FERNANDES et al., 2013).

A estrutura da cromatina esta relacionada a sua funcdo de um modo dinamico.
Se a regido é rica em genes, ela assume uma configuracdo menos condensada,
conhecida por eucromatina. A heterocromatina € uma regido menos ativa em
transcricdo génica e, portanto, € mais condensada. Em células eucarioticas, o DNA
esta enrolado em nucleossomos de aproximadamente 10 nm (ZIMMER e FABRE,
2010).

Sendo assim, além de caracteristicas morfométricas, como tamanho,
intensidade da coloragcao, formato, dentre outros parametros que sao comumente
usados ao se avaliar a morfologia do linfécito, podemos, também, obter um parametro
gue correlaciona a estrutura resultante da organizacdo do DNA na célula, sua
dimenséo fractal (XAVIER et al., 2018).

2.3.1Anélise fractal da cromatina

Estudos tém demonstrado que a dimensdo fractal da heterocromatina
associada ao envelope nuclear (NEHC), possui uma dimensdo menor que a da
heterocromatina de outras regides, tal como a heterocromatina nuclear dispersa no
nucleoplasma (NHC) e da heterocromatina associada ao nucléolo (NUHC). Isso
significa que o menor valor de dimensao fractal corresponde a um maior grau de
condensacdo, 0 que é consistente com o fato desta regido conter sequéncias
repetitivas dos telémeros, ao contrario das demais (NHC e NUHC) em que ocorre
transcricdo de mRNAs e rRNAs, respectivamente (MARINELLI et al., 1997).

Genes altamente transcritos e genes corregulados durante o ciclo celular
tendem a associar-se, quando ativados (TANIZAWA et al., 2010). Certos grupos de
cromossomos tendem a se localizar proximos uns dos outros, e seus centrdbmeros e
teldbmeros tendem a ocupar as regides vizinhas. Entretanto, os principios e forcas que
levam a essa organizacdo espacial ndo-randdomica — conhecido por “territérios

cromossOmicos” — sdo, em grande parte, desconhecidos (ZIMMER e FABRE, 2010).
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A textura da cromatina no ndcleo das células, vista ao microscopio de luz
visivel, permite investigar estados fisioldgicos e alteracbes das células. Por exemplo,
por meio da medida da dimenséo fractal da cromatina de linfécitos normais, e da
mesma medida em células leucémicas ou de linfomas, pode-se mensurar um aumento
ou decréscimo de sua complexidade, o que permite por esta medida morfométrica, e
nao somente pelo olho humano, identificar uma célula neoplasica (MASHIAH et al.,
2008; METZE, 2013).

Um aumento da dimensé&o fractal da cromatina de células alteradas tem sido
associado com céanceres mais agressivos, que passam a expressar uma maior
complexidade da arquitetura da cromatina. Esse parametro tem sido utilizado de forma
promissora no prognoéstico de melanomas (BENDIN et al., 2010). A medida da textura
fractal da cromatina também ja foi utilizada para o diagnéstico citolégico do cancer de
mama (EINSTEIN et al., 1998).

O aumento da dimenséo fractal da cromatina em células irradiadas ¢ uma
evidéncia de que danos no DNA induzidos pela radiacdo, podem alterar a
configuragdo da cromatina em interfase. Provavelmente, a interagcdo da radiagéo
ionizante com o nucleo da célula leva a modificacdo da topologia fisica da arquitetura
global da cromatina, o que leva a expressao aumentada de uma rede de genes, e a
distribuicdo da heterocromatina pode ser consequentemente modificada, localizando-

se mais a periferia do nucleoplasma (ALMASSALHA et al., 2016).

2.3.2Linfocitos e irradiacéo

A radiacdo ionizante é uma forma de energia capaz de ejetar elétrons dos
atomos, gerando par de ions (OKUNO, 1982, BUSHONG, 2010). Ao nivel bioldgico,
essa ionizacdo causa efeitos deletérios, pois ao ionizar a matéria organica,
desestrutura moléculas essenciais a vida, como por exemplo, o DNA. Danos a
estrutura do DNA tém repercussdes indesejadas, uma vez que, este carrega a
informacdo genética. Dessa forma, quando o DNA é irradiado, a molécula pode ter
suas informacdes alteradas (OKUNO, 1982).

Acidentes envolvendo radiacao ionizante sdo uma preocupacao global, tendo
em vista, o histérico das bombas atébmicas de Hiroshima e Nagasaki, o acidente
nuclear de Chernobyl, e o acidente do Césio-137 no Brasil (LOGANOVSKY E
YURYEYV, 2001; ROCCA et.al,1988; GRACIOTTI, 1989; KERR et.al, 2015).
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Quando ocorreu o acidente do Ceésio-137, uma vasta area da regidao foi
contaminada. Para que tenhamos uma ideia da extensao da contaminacéo, foi isolada
uma das alas do 3° andar do Hospital Geral de Goiania, a fim de abrigar os pacientes
expostos (ROCCA et.al,1988; GRACIOTTI, 1989). A identificacdo de quem foi exposto
ou nédo, antes dos sintomas da irradiacéo surgirem, foi crucial.

A radiossensibilidade de uma célula € diretamente proporcional ao seu
metabolismo e inversamente proporcional a sua diferenciacdo celular. Isso implica
dizer que, quanto mais imatura for a célula, mais radiossensivel ela €, e quanto mais
diferenciada, mais radiorresistente (BERGOI & TRIBONDEAU, 1906). No entanto, ha
excecOes a regra, como os linfécitos, que apesar de ser um tipo de célula bem
diferenciada, e que normalmente ndo estd em divisdo, apresentam-se como
radiossensiveis (IAEA, 2011).

Esta caracteristica de armazenar o dano permitiu a criacdo de um método que,
até hoje, é padrao-ouro para identificar exposicbes humanas as radiacdes ionizantes,
por meio da quantificacdo de aberracbes cromossdmicas em linfécitos do sangue
periférico humano. No entanto, esta metodologia requer que as células atinjam a fase
de metafase do ciclo celular, ou seja, 48 horas, sendo o tempo um fator crucial para a
equipe médica, em casos de vitimas exposta a radiacdo ionizante. Além disso, este
método é laborioso, pois exige a contagem de aberracfes cromossdmicas em
milhares de células, a fim de confirmar se houve exposicdo humana a radiacéo
ionizante (IAEA, 2011).

Uma alternativa que vém emergindo é o estudo da cromatina ainda em
interfase, sem a necessidade de cultivo celular, nem de analise dos cromossomos
individuais, isso por meio da natureza fractal do nucleo dos linfocitos. Neste contexto,
a dimenséo fractal pode ser um parametro viavel no rastreio de individuos expostos a
radiacdo ionizante (XAVIER, 2018).

2.4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
2.4.1 Aspectos éticos

Cumprindo os preceitos éticos, o Projeto de Pesquisa, juntamente com o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), foram submetidos ao Comité de Etica
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em Pesquisa — CEP, do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco (CAAE: 10194919.0.0000.5208) e ao Comité de Etica em Pesquisa —
CEP, do Hospital das Clinicas da mesma Universidade (CAAE:
10194919.0.3001.8807). O Projeto de Pesquisa foi submetido, também, a Chefia da
Unidade de Laboratorio do Hospital das Clinicas ULAB — HC, que autorizou o uso das
dependéncias do laboratério de analises clinicas, assim como, dos equipamentos

necessarios.

2.4.2Desenho experimental

Para este trabalho, foram utilizadas amostras de sangue venoso de voluntarios
saudaveis do sexo masculino, com idades entre 18 e 30 anos. Avaliamos os linfcitos
de cada voluntario, sob trés condic¢des distintas: controle, irradiado 3Gy e irradiado
4Gy.

Ao todo, foram recrutados quatro voluntarios. Em cada voluntario, por meio de
puncdo venosa, foram coletados trés tubos de sangue contendo heparina como
anticoagulante, totalizando um volume de 12 mL de sangue. De cada tubo foram
confeccionadas dez laminas hematoldgicas, e de cada lamina foram micrografados
dez linfocitos, totalizando trezentas células por voluntario, para compor as trés

condicles estabelecidas, como mostra a figura 12.

Figura 12 - Esquema do desenho experimental para cada voluntério.

IMAGENS (Img’s) DE

VOLUNTARIOS TUBOS DE HEPARINA ESFREGACOS LINEFOCITOS
10 laminas @ @ @ @
4mL
‘ ‘ | CONTROLE Img1 Img2 Img3 ... Img 100
/;\ /2\
10 laminas @ @ @ @
4mL IRRADIADO
3Gy Img1 Img2 Img3 ... Img 100
/3\ ﬁ\ e @ @ @ @
4mL IRRADIADO
4Gy Img1 Img2 Img3 ... Img 100

Fonte: O Autor (2021).
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2.4.3Coleta de amostras

As amostras foram coletadas no Laboratorio de Biofisica Celular e Molecular -
LBCM, usando tubos de heparina de 4 ml (figura 12). A heparina € um anticoagulante
gue mantém as células viaveis, e € muito utilizada na cultura de células. Apos a coleta,
os tubos foram colocados em garrafa térmica a 36°C para mimetizar as condi¢ées
fisioldgicas de temperatura.

2.4.41Irradiacao

Vinte minutos, apés a coleta, as amostras testes foram irradiadas com uma
fonte de Colbalt-60 — Gammacell 220 Excel — taxa de dose 1,407 kGy.h-1 (figura 13),
para receber 3Gy e 4Gy o tempo de exposicdo foi de 3,158s e 5,716s
respectivamente, ndo foi possivel usar doses mais baixas, pois a taxa de dose do
equipamento é alta, logo foi colocado como limite a dose de 4Gy, ja que esta € letal
para um ser humano quando exposto de corpo inteiro. ApGs a irradiagdo as amostras
foram recolocadas na garrafa térmica a 36°C, junto com a mostra controle. As
amostras ficaram acondicionadas durante duas horas apés a irradiacao.

Esse processo permite a reorganizacdo nuclear, pois a célula inicia seu
processo de reparo e de combate aos radicais livres gerados pelo efeito indireto da
radiagdo ionizante, apés o dano causado (AZZAM et al., 2012).

Fisura 13 - Irradiador gama fonte Cobalto-60
SRt e ' 4

Fonte: O Autor (2021)..
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2.4.5Preparo do esfregaco e coloracéao

Os esfregacos foram confeccionados e corados por meio de automacéo. Para
confeccéo e coloracao do esfregaco foi usado o médulo Yumizen SPS da HORIBA
Medical (figura 14). A automacao utiliza como método de coloracdo, May-Grinwald’s
- Giemsa’s. De cada tubo coletado foram confeccionados dez esfregacos, usando o
moédulo Yumizen H2500 da HORIBA Medical (figura 14). As amostras foram
submetidas também a um hemograma completo, a fim de confirmar o status de saude
dos voluntarios (figura 15) (SILVA, 1988; MOURA et.al, 1992).

Figura 14 - Equipamento médulos Yumizen SPS e Yurpien H2500.

Fonte: O Autor (2021).

Figura 15 - Realizacdo do hemograma para confirmacé&o do status de
saude.

Fonte: O AUTOR (2021).

2.4.6 Analise micrografia

Os esfregacos foram analisados por meio de microscopio 6ptico na objetiva de
100X com Oleo de imersdo LABORCLIN (Lote: 200930092). As fotomicrografias foram
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capturadas com camera digital, INDUSTRIAL DIGITAL CAMERA, modelo:
UCMOS05100KPA 5.1MP %..5” COLOR USB2.0, usando o software de captura
ToupView. Apenas linfocitos em condigcbes de normocromia e normocitose foram

fotomicrografados (figura 16).

Figura 16 - Captura de micrografias de linfocitos.

Fonte: O Autor (2021).

2.4.7Desenvolvimento do software para estimar a dimenséo fractal

O Software foi desenvolvido usando a linguagem de programacgdo Python
versdo 3.10.0, disponivel em: https://www.python.org/downloads/, e as bibliotecas
Tkinter, numpy, matplotlib, PIL e pyinstaller. O cédigo foi compilado e a partir dai foi

gerado um executavel.

2.4.7.1 Carregando e abrindo imagens

Inicialmente foi desenvolvido um algoritmo que permitisse a importacdo das
imagens. Para isso, elaboramos duas funcbes: a primeira carrega a imagem
informando qual o local em gque as imagens estdo no computador; e a segunda abre
a imagem para ser utilizada pelo software. As imagens foram carregadas em um

conjunto de 100, para cada voluntario e condi¢cao de analise.
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2.4.7.2 Processamento, rastreio e corte

Com as imagens disponiveis para manipulacdo, uma funcdo aumentava o
brilho e o contraste da imagem. A ideia era deixar o linfécito em destaque, para que a
funcdo de rastreio possa encontra-lo com maior facilidade. A funcdo de rastreio
converte a imagem em uma matriz, onde cada pixel € representado por um numero
inteiro. Dessa forma, “255” representa os pixels brancos (auséncia de imagem) e
valores menores que “255” representam o0s tons de cinza (existéncia de imagem)
(figura 17).

Figura 17 - Representagdo de uma matriz bidimensional e sua respectiva equivaléncia em pixels de
imagem.

Fonte: O Autor (2021).

A funcéo analisa as linhas e colunas da matriz bidimensional gerada a partir da
imagem, verificando se nas linhas e colunas existem algum valor diferente de 255. Se
tiver, os numeros destas linhas e colunas, sdo armazenados. Como resultado,
obtemos as coordenadas de onde o linfécito foi encontrado. A figura 18 exemplifica

€SSe processo:
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Fonte: O Autor (2021).

A seta amarela verifica cada valor presente nas linhas da esquerda para a
direita comecando da parte superior da imagem, em busca de um valor que seja
diferente de 255, o que significa que € o pixel de uma imagem. Ao encontrar o nimero
da linha que contém algum valor diferente de 255, esse € armazenado. A seta
vermelha verifica cada valor presente nas colunas de cima para baixo comecando a
esquerda da imagem. Ao encontrar uma coluna que possui entre seus valores, algum
que seja diferente de 255, o numero da coluna é armazenado.

A seta rosa verifica cada valor presente nas linhas da esquerda para a direita
comecando da parte inferior da imagem. em busca de um valor que seja diferente de
255, o gue significa que é o pixel de uma imagem. Ao encontrar 0 nimero da linha
que contém algum valor diferente de 255, esse € armazenado. A seta azul verifica
cada valor presente nas colunas de cima para baixo comec¢ando a direita da imagem.
Ao encontrar uma coluna que possui entre seus valores, algum que seja diferente de
255, o numero da coluna é armazenado. Como resultado, obtemos as coordenadas
(amarelo, vermelho, azul, rosa) que correspondem, no exemplo da figura 6, as
coordenadas (3, 3, 7, 7).

Entretanto a funcdo de rastreio nem sempre encontra o linfécito no primeiro
aumento de brilho. Para garantir o resultado, todas as coordenadas dos objetos
encontrados sdo armazenadas: chamamos estes de eventos. O brilho da imagem é
aumentado repetidamente, até que reste 0 numero minimo de eventos onde seja
possivel calcular o tamanho do mesmo. O evento de maior tamanho € o linfocito (figura
19).
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Com as coordenadas estabelecidas € possivel chamar a funcéo de corte. Esta

funcdo recebe as coordenadas como parametro e corta a regido onde o linfécito foi

encontrado pela funcao de rastreio.

Figura 19 - Demonstracao das funcdes de rastreio e corte do algoritmo: (a) a imagem bruta com varias
células; (b) o primeiro aumento de brilho evidenciando (setas) diversos eventos (objetos); (c) novo
aumento no brilho, menos eventos encontrados; (d) mais um aumento de brilho, nGmero minimo de

eventos encontrados; (e) corte da image

m baseado nas coordenadas do maior evento encontrado.
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Fonte: O Autor (2021).

2.4.7.3 Correcédo de erros

Para evitar erros, elaboramos um algoritmo que apds o corte automatico das

imagens, exibe o resultado para inspecdo. Caso algum linfocito tenha sido

selecionado de forma incorreta, podemos seleciona-lo manualmente (figura 20).
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Figura 20 - Imagem de revisdo gerada pelo algoritmo de corre¢céo de erros.
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Fonte: O Autor (2021).

2.4.7.4 Redimensionamento

O algoritmo de analise fractal foi padronizado para utilizar imagens com 300
pixels de largura e 300 pixels altura. Os linfocitos, depois de cortados, foram
convertidos a tons de cinza e redimensionados para o tamanho de (300 X 300) pixels.

Com esse tamanho, obtemos grades de caixas com valores inteiros.

2.4.7.5 Contagem das caixas

Para cada imagem, a fungéo de contagem das caixas é aplicada. Inicialmente,
essa funcdo determina a quantidade de grades e o tamanho das caixas. A partir do
tamanho da imagem, é feita uma lista com os minimos divisores comuns. Como as
imagens foram padronizadas em 300 X 300 pixels foi obtida a seguinte lista: 1, 2, 3,
4,5, 6, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 50, 60, 75, 100, 150, 300. Sendo assim, o algoritmo usa
dezoito grades. Os valores na lista representam o tamanho, em pixels, de cada caixa,
emcadagrade: 1 x1;2x2;3x3;4x4;5x5;6x6;10x10; 12 x 12; 15 x 15; 20 x
20; 25 x 25; 30 x 30; 50 x 50; 60 x 60; 75 x 75; 100 x 100; 150 x 150; 300 x 300.
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A imagem recebe grades com diferentes tamanhos de caixas e é contabilizado
em quais caixas existem pixels validos (< 255). Os resultados sdo armazenados em
duas listas (figura 21): uma com os valores do log(1/tamanho do lado das caixas) e

outra com o valor do log(nimero de caixas preenchidas).

Figura 21 - Listas com valores obtidos pela funcdo de contagem de caixas.

x =[log(1/1), log(1/2), log(1/3), log(1/4), log(1/5), log(1/6), log(1/10), log(1/12), log(1/15),
log(1/20), log(1/25), log(1/30), log(1/50), log(1/60), log(1/75), log(1/100), log(1/150), log(1/300)]

y = [log(n°® caixas grade 1), log(n° caixas grade 2), log(n° caixas grade 3) ... log(n° caixas grade 18)]

Fonte: O Autor (2021).

2.4.7.6 Dimensao fractal

A funcdo de calculo da dimenséo fractal recebe como parametro as listas do
log(1/tamanho do lado das caixas) e log(numero de caixas preenchidas), conforme
figura 21. Os valores destas listas sdo plotados em um grafico (figura 22). Em seguida,
é feita uma regressao de minimos quadrados, resultando numa funcéo de reta, onde
a inclinacao é a dimensdo fractal estimada (figura 23). O valor da dimenséo é entao
exibido na tela e pode ser copiado para analise estatistica.

Figura 22 - Plotagem dos valores extraidos da funcdo: contagem de caixas.
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Figura 23 - Reta dos minimos quadrados: a inclinagdo é a dimens&o fractal estimada.
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Fonte: O Autor (2021).

2.4.7.7 Validacéo

Para confirmar o funcionamento do software quanto a estimativa da dimensao
fractal de imagens, utilizamos objetos fractais e nao fractais com dimensdes
conhecidas, dentre as quais estdo: Curva de Koch, Triangulo de Sierpinski, Curva de

Peano, linha e quadrado.

2.4.7.8 Andlise estatistica

Os valores obtidos no software foram copiados e organizados em: analise por
voluntarios e analise por condicdo da amostra. Objetivou-se avaliar se ocorriam
alteracbes da dimenséo fractal nas diferentes condicbes de amostra, em cada
voluntario, e se cada condicdo de amostra era estatisticamente igual entre os
voluntarios, respectivamente.

Inicialmente foi aplicado um teste de normalidade aos dados, com hipétese nula
(HO), com nivel de significancia de 0,05. Apés o resultado do teste de normalidade,
rejeitamos a hipdtese nula. Dessa forma, usamos o teste de analise de variancia néo

paramétrico, Kruskal-Wallis, com post-hoc de Rank Sum e post-hoc de Dun. A anélise



41

estatistica foi realizada utilizando dois softwares distintos: o complemento de R para
o Excel® na forma do suplemento Action (versdo 2.4) distribuido em
https://edisciplinas.usp.br/mod/resource/view.php?id=3016421&forceview=1, e o0
BioEstat (verséo 5.3), distribuido em
https://www.mamiraua.org.br/downloads/programas/. Foi usado um limite de
confianca de 95% para os dois softwares.

O teste de normalidade e Kruskal-Wallis foi realizado em ambos os softwares,
com excegéao do post-hoc de rank sum e post-hoc de dun, realizados respectivamente,

no Action e BioEstat.

3 ANALISE DOS RESULTADOS

3.1 ESFREGACO E HEMOGRAMA

Os esfregacos apresentaram coloracdo uniforme e boa distribuicdo do sangue
(figura 24). Dessa forma, os esfregacos mantiveram o padrdo esperado. Os
hemogramas apresentaram normalidade na morfologia e coloragdo (normocitose e
normocromia). Os indices hematoldgicos também mostraram normalidade, estando

as amostras dos quatro voluntarios aptas para serem utilizadas na pesquisa.

Fonte: O Autor (2021).

3.2 OBTENCAO DAS FOTOMICROGRAFIAS

As fotomicrografias obtidas apresentaram boa colora¢éo. Apesar disso, notou-
se uma diferenca na intensidade da coloracéo entre os linfocitos. As fotomicrografias
possuiam 2592 pixel de largura e 1944 pixels de altura, apresentando apenas um
linfécito cada (figura 25), o que facilitou o processo de identificacdo dos mesmos.


https://www.mamiraua.org.br/downloads/programas/
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Figura 25 - Fotomicrografia estiraco sanguineo com linfécito

1944 pixels

2592 pixels

Fonte: O Autor (2021).

3.3 CARREGAMENTO DE IMAGENS

As imagens foram carregadas corretamente. Esse procedimento foi feito em
grupos de 100 imagens, que corresponde a cada grupo amostral. Assim, o tempo de
analise foi encurtado, quando comparado a processamentos manuais, uma vez que,
foram avaliadas de cem em cem, e dependendo do desenho do estudo, podem ser

avaliados em quantidades indefinidas, limitando-se, apenas, a capacidade de

processamento do computador.
3.4 IDENTIFICAQAO E CORTE

A maior parte dos linfécitos foi devidamente reconhecida nas fotomicrografias.
O algoritmo obteve uma precisdo de 99,6%. Entretanto, alguns poucos linfécitos nao
foram identificados corretamente. Isso se deu em alguns casos, pela presenca de
artefatos com coloracéo téao forte quanto a dos linfécitos. Em outros casos, o simples
aumento do brilho e contraste apagaram toda a imagem, néo restando nenhum evento
gue pudesse ser contabilizado. A figura 26 demonstra o resultado de um grupo de 100

células que néo foram totalmente identificadas.
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Figura 26 - Linfdcitos ndo identificados corretamente.
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Fonte: O Autor (2021).

3.5 CORRECAO DE ERRO DE IDENTIFICAGAO DE LINFOCITOS

A principal estratégia para corrigir os erros na identificacdo dos linfocitos, nas
fotomicrografias, foi o desenvolvimento de dois algoritmos: um de analise e outro de
corte manual. O algoritmo de analise possibilitou a pré-visualizacdo das células
identificadas de forma autbnoma, como ja demostrado na figura 26. Em seguida é
perguntado ao usuario se todas as imagens foram identificadas corretamente. Caso
contrario, é pedido que o mesmo indique o numero das imagens que foram
erroneamente identificadas (figura 27).

O algoritmo de corte manual consiste em mostrar a fotomicrografia que teve o
linfécito ndo identificado indicado pelo usuéario e possibilita que o mesmo faca a
identificacdo e corte manualmente (figura 28). O algoritmo de correcdo de erros
apresentou uma solucéo eficaz, permitindo a sele¢éo de forma manual e corrigindo o

erro do algoritmo de identificacdo (figura 29).



44

Figura 27 - Etapa de verificacao

& C:\Users\Jonas Sérgio\Desktop\resultados.exe O X

Ox5c Ox44 Ox65 Ox73 Ox6b Ox74 Ox6f Ox70 Ox5C ©x72 Ox65 Ox73 Ox75 Ox6C ©x74 Ox61 Ox
64 Ox6f Ox73 Ox2e Ox65 Ox78 ©x65] (error: 1113)

[13364:NonCelloThread] file system.cc:157:Basename Unable to process path as UTF-8;
falling back to ASCII

100%

Todas os linfécitos foram identificados corretamente [S/N]: N

Informe o ndmero das fotomicrografias que nao foram processadas corretamente.
Digite "P" para PARAR: 27

forme o ndmero das fotomicrografias que nao foram processadas corretamente.
Digite "P" para PARAR: 28
Informe o numero das fotomicrografias que nao foram processadas corretamente.
Digite "P" para PARAR:

Fonte: O Autor (2021).

Figura 28 - Correcéo de erro, corte manual
7 — O X

CORTE

W C:\Users\Jonas Sérgio\Desktop\resultados.exe = O

Ox5c Ox44 Ox65 Ox73 Ox6b ©x74 Ox6f Ox70 Ox5c Ox72 Ox65 Ox73 Ox75 Ox6¢C Ox74 Ox61
64 Ox6f ©x73 Ox2e Ox65 Ox78 Ox65] (error: 1113)

[13364:NonCelloThread] file_system.cc:157:Basename Unable to process path as UTF-
falling back to ASCII

100%

Todas os linfécitos foram identificados corretamente [S/N]: N

Informe ndmero das fotomicrografias que nao foram processadas corretamente.
Digite "P" para PARAR: 27
nuimero das fotomicrografias que nao foram processadas corretamente.
" para PARAR: 28
Informe o nimero das fotomicrografias que ndo foram processadas corretamente.
Digite "P" para PARAR: P
As cordenadas (x1, yl1, x2 y2) sao: (852.0, 916.0, 1064.0, 1128.0)

Fonte: O Autor (2021)
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Figura 29 - Correcao do erro de identificacdo: (a) imagem dos linfécitos 27 e 28 antes
da corregéo, (b) imagem dos linfocitos 27 e 28 apds o corte manual.
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Fonte: O Autor (2021).

3.6 REDIMENSIONAMENTO E TONS DE CINZA

O algoritmo de redimensionamento possibilitou a padroniza¢do do tamanho das
imagens de linfécitos em 300 X 300 pixels, pois, seguido o corte na fotomicrografia,
estes possuiam os mais variados tamanhos. Com isso, 0 nimero de grades aplicados
aos mesmos seriam variados, uma vez que, o tamanho e numero de grades é
determinado de acordo com o tamanho da imagem.

Para que as imagens de linfocitos ficassem prontas para a analise da dimensao
fractal, estas foram convertidas em tons de cinza. Entretanto, observou-se uma
heterogeneidade na intensidade dos linfécitos, podendo alguns deles ndo estarem
muito visiveis. Isso ocorre devido a diferenca de intensidade da coloracdo nos
linfécitos e ao aumento do brilho e contraste ser o mesmo para todos, independente

da sua intensidade de coloracéo (figura 30).
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Figura 30 - Linfdcitos em tons de cinza. As setas evidenciam a diferenca na intensidade.
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Fonte: O Autor (2021).

3.7 DIMENSAO FRACTAL

3.7.1Validacao

Para confirmar o funcionamento do algoritmo da dimenséo fractal, foi realizada

uma etapa de validacdo, onde foram utilizadas imagens de objetos fractais (Curva de

Koch, Triangulo de Sierpinski e Curva de Peano) e ndo fractais (linha, quadrado), que

possuem dimensdes conhecidas (ANTONIAZZI, 2007; SO e JIN, 2017). Os resultados

constam na tabela 1:
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Tabela 1 - Dimenséo fractal de objetos conhecidos
Dimensao fractal

Razao entre

Objeto Calculada no Valores encontrados dimenséo
algoritmo na literatura calculada e
conhecida
Linha 1,0036 1 1,0036
Quadrado 2,0000 2 1
Curva de Koch (snow
1,2579 1,2618 0,996909
flake)
Triangulo de
S 1,6232 1,5849 1,024166
Sierpinski
Curva de Peano 1,7410 1,736 1,00288

Fonte: O Autor (2021).

A razéo entre a dimenséao calculada pelo algoritmo e a encontrada na literatura, fora
igual ou préximo a um (1). Sendo assim, o algoritmo, de fato, estima a dimensao fractal

corretamente.

3.7.2Dimenséao dos linfécitos, controle, irradiado 3Gy e Irradiado 4Gy por

voluntario.

Os resultados das dimensfes fractais e seus valores médios, maximos e
minimos, com desvio padréo e valor de p, para 100 células controle (ndo irradiadas),
100 células Irradiadas 3Gy e 100 células Irradiadas 4Gy, dos voluntério 1, 2 e 3, séo

apresentados respectivamente, nas tabelas 3, 4, 5 e 6.
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Tabela 2 - Dimenséo fractal: valores maximos, minimos e médios, com desvio padrdo e valor de p,
em dois software de estatistica distintos, para o voluntério 1.

. . Kruskal-
Estatistica Descritiva )
Condicéo Wallis
Software
o da NUmero Menor Maior
utilizado Desvio
amostra de Dimensdao Dimensdo Média Valor de p
Padréo
Células Fractal Fractal
Controle 100 1,3728 1,7764 1,7363 0,0412
Excel Irradiadas
100 1,6917 1,7744 1,7394 0,0164
suplemento 3Gy 0,7940
Action Irradiadas
100 1,6877 1,7805 1,7402 0,0178
4Gy
Controle 100 1,3728 1,7764 1,7363  0,0412
Irradiadas
. 100 1,6917 1,7744 1,7394 0,0164
BioEstat 3Gy 0,8277
Irradiadas
4G 100 1,6877 1,7805 1,7402 0,0178
y

Fonte: O Autor (2021).

A diferenca das dimensfes fractais, entre as condigcdes das amostras nao sdo
estatisticamente significativas para o voluntario 1 (p > 0,05). Dessa forma, néo é
possivel identificar qual amostra é a irradiada e nem estimar a dose de radiacéo. E
possivel observar que as dimensdes fractais para todas as condicfes de andlise do
voluntario 1 estdo entre 1 e 2, 0 que indica que o nucleo das células avaliadas esta
entre uma linha e um plano (CAPRA, 1996).
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Tabela 3 - Dimenséo fractal: valores maximos, minimos e médios, com desvio padrao e valor de p,
em dois software de estatistica distintos, para o voluntario 2.

) o Kruskal-
Estatistica Descritiva .
Condicao Wallis
Software
. da Ndmero Menor Maior
utilizado Desvio
amostra de Dimensao Dimensdo Média Valor de p
Padrao
Células Fractal Fractal
Controle 100 1,6748 1,7751 1,7392 0,0186
Excel Irradiadas N
100 1,6678 1,7678 1,7267 0,0182 p=
suplemento 3Gy 0,00000003
Action Irradiadas
100 1,6037 1,7679 1,7231  0,0240
4Gy
Controle 100 1,6748 1,7751 1,7392 0,0186
Irradiadas
] 100 1,6678 1,7678 1,7267 0,0182
BioEstat 3Gy p <0,0001
Irradiadas
4G 100 1,6037 1,7679 1,7231  0,0240
y

Fonte: O Autor (2021).

A diferenca das dimensdes fractais, entre as condigdes das amostras s&o

estatisticamente significativas para o voluntario 2 (p <0,0001), em ambos os softwares

de estatistica utilizados. E possivel observar que as dimensdes fractais para todas as

condicdes de andlise do voluntério 2, estdo entre 1 e 2, o que indica que o nucleo das

células avaliadas esta entre uma linha e um plano (CAPRA, 1996).

No grafico 1 podemos

estatisticamente significativas.

identificar

guais condicbes amostrais foram
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Graéfico 1 - Diferenca entre as amostras controle, 3Gy e 4Gy do voluntario 2.

18

1.79

1.78

1.77

1.76

1.75

174

DF - Dimens&o Fractal

1.73

1.72

1.71

1.7

=

* %k

CONTROLE

Fonte: O autor (2021).

3Gy 4Gy

Para o voluntario 2, a relacdo entre as amostras, controle

e irradiada 3Gy,

apresentaram diferenca estatistica significativa (*p < 0,05), assim como as amostras

controle e irradiada 4Gy (**p < 0,05). Nesse caso € possivel diferenciar as amostras

nao irradiadas e irradiadas, entretanto, ndo € possivel estimar a dose, uma vez que,

ndo héa diferenca entre as amostras irradiadas 3Gy e irradiadas 4Gy.

Tabela 4 - Dimenséo fractal: valores maximos, minimos e médios, com desvio padréo e valor de p,
em dois software de estatistica distintos, para o voluntario 3.

) N Kruskal-
Estatistica Descritiva )
Condicao Wallis
Software
. da Numero Menor Maior
utilizado Desvio
amostra de Dimensdo Dimensdo Média Valor de p
Padrao
Células Fractal Fractal
Controle 100 1,6587 1,8432 1,7665 0,0228
Excel Irradiadas
100 1,7219 1,8264 1,7742 0,0181 p = 0,0028
suplemento 3Gy
Action Irradiadas
100 0,8805 1,8571 1,7530 0,0943
4Gy
Controle 100 1,6587 1,8432 1,7665 0,0228
Irradiadas
) 100 1,7219 1,8264 1,7742 0,0181
BioEstat 3Gy p = 0,0029
Irradiadas
4G 100 0,8805 1,8571 1,7530 0,0943
y

Fonte: O Autor (2021).
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A diferenca das dimensdes fractais, entre as condicbfes das amostras sao
estatisticamente significativas (p < 0,005) para o voluntario 3, em ambos os softwares
de estatistica utilizados.

E possivel observar que as dimensdes fractais das condi¢es de andlise do
voluntario 3, estdo entre 1 e 2, o que indica que o ndcleo das células avaliadas, esta
entre uma linha e um plano, exceto o valor minimo para amostra irradiada 4Gy
(dimenséao fractal = 0,8805), indicando que o nucleo da célula com esta dimenséo
fractal, esta entre um ponto e uma reta (CAPRA, 1996). No gréfico 2 podemos

identificar quais condicdes de amostras foram estatisticamente significativas.

Gréfico 2 - Diferenca entre as amostras controle, 3Gy e 4Gy do voluntério 3.
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Fonte: O Autor (2021).

Para o voluntério 3, a relacdo entre as amostras, controle e irradiada 3Gy,
apresentou diferenca estatistica significativa (*p < 0,05), assim como as amostras
Irradiada 3Gy e irradiada 4Gy (**p < 0,05). Entretanto, ndo houve diferenca entre as
amostras controle e irradiada 4G, mesmo a amostra controle sendo diferente da

amostra irradiada 3Gy.



Tabela 5 - Dimenséo fractal: valores maximos, minimos e médios, com desvio padrao e valor de p,
em dois softwares de estatistica distintos, para o voluntario 4.

52

o o Kruskal-
) Estatistica Descritiva )
Condicao Wallis
Software i
. da Ndmero Menor Maior ]
utilizado i i o Desvio
amostra de Dimensédo Dimensédo Meédia . Valor de p
i Padréo
Ceélulas Fractal Fractal
Controle 100 1,6629 18030 11,7564 0,0206
Excel Irradiadas
100 1,6838 1,7892  1,7552  0,0177 ~
suplemento 3Gy =
. : 0,0006
Action Irradiadas
100 1,6986 1,8267 1,7652  0,0215
4Gy
Controle 100 1,6629 1,8030 11,7564  0,0206
Irradiadas
. 100 1,6838 1,7892  1,7552  0,0177
BioEstat 3Gy p = 0,0005
Irradiadas
4G 100 1,6986 1,8267 1,7652  0,0215
y

Fonte: O Autor (2021).

A diferenca das dimensfes fractais, entre as condicdes das amostras sao

estatisticamente significativas (p < 0,005) para o voluntario 4, em ambos os softwares

de estatistica utilizados. E possivel observar que as dimensdes fractais para todas as

condi¢cBes de analise do voluntario 4, estédo entre 1 e 2, o que indica que 0s nucleos

das células avaliadas estédo entre uma linha e um plano (CAPRA, 1996)). No gréfico 3

podemos

significativas.

identificar

quais condicbes de amostras

Gréfico 3 - Diferenca entre as amostras controle, 3Gy e 4Gy do voluntério 4.
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Fonte: O Autor (2021).

foram estatisticamente
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Para o voluntario 4, a relacdo entre as amostras, controle e irradiada 4Gy,
apresentaram diferenca estatistica significativa (*p < 0,05), assim como as amostras
Irradiada 3Gy e irradiada 4Gy (**p < 0,05). Neste caso € possivel diferenciar as
amostras nao irradiadas e irradiadas, entretanto em doses a partir de 4Gy. N&o foi
possivel estimar a dose, uma vez que, a amostra controle é estatisticamente igual a

amostra irradiada 3Gy e irradiada 4Gy.

3.7.3Dimenséao dos linfécitos, controle, irradiado 3Gy e Irradiado 4Gy, por

condicdo de amostra.

Os resultados das dimensoes fractais médias e valor de p, para as condicfes
de amostra controle, irradiado 3Gy e irradiado 4Gy, entre os voluntarios, séo
apresentados respectivamente, nas tabelas 7, 9, 11.

Tabela 6 - Condicdo de amostra controle entre os voluntarios.
Estatistica Descritiva

Software utilizado Voluntarios Desvio Kruskal-Wallis
Média
padréo
1 1,7363 0,0412
Excel suplemento 2 1,7392 0,0186
) P < 0,0001
Action 3 1,7665 0,0228
4 1,7564 0,0206
1 1,7363 0,0412
2 1,7392 0,0186
BioEstat P < 0,0001
3 1,7665 0,0228
4 1,7564 0,0206

Fonte: O Autor (2021).
Para condigéo de amostra controle, houve diferenca estatistica significativa (p
< 0,0001). O grafico 4 apresenta quais voluntarios tiveram suas amostras controle

diferentes.
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Graéfico 4 - Diferenca da amostra controle entre os voluntarios 1, 2, 3 e 4.
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Fonte: O Autor (2021).

Dentre as relacdes avaliadas, apenas a relacdo entre as amostras controle dos
voluntarios 1 e 2 ndo demonstraram diferenca significativa. A relacdo completa consta

na tabela 8.

Tabela 7 - Relagdo entre os voluntarios para amostra controle.

Relacéo Marcador Valor de p
voluntario 1 — voluntario 2 - p > 0,05
voluntario 1 — voluntario 3 * p <0,05
voluntario 1 — voluntario 4 *x p <0,05
voluntario 2 — voluntario 3 *xk p <0,05
voluntario 2 — voluntario 4 Fkkk p <0,05
voluntario 3 — voluntario 4 Fkkkk p < 0,05

Fonte: O Autor (2021).
Diante dos resultados apresentados, a maioria das amostras controle né&o

compartilham dimens@es fractais que sejam estatisticamente iguais.
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Tabela 8 - Diferenca da amostra irradiada 3Gy entre os voluntarios 1, 2, 3 e 4.
Estatistica Descritiva

Software utilizado Voluntarios . Desvio Kruskal-Wallis
Média
padréo
1 1,7395 0,0165
Excel suplemento 2 1,7267 0,0182
. P <0,0001
Action 3 1,7742 0,0181
4 1,7552 0,0177
1 1,7395 0,0165
2 1,7267 0,0182
BioEstat P <0,0001
3 1,7742 0,0181
4 1,7552 0,0177

Fonte: O Autor (2021).

Para condicdo de amostra Irradiada 3Gy, houve diferenca estatistica
significativa (p < 0,0001). O gréfico 5, apresenta quais voluntarios tiveram suas

amostras irradiadas 3Gy.

Gréfico 5 - Diferenca da amostra irradiada 3Gy entre os voluntérios 1, 2, 3 e 4.
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Fonte: O Autor (2021).

Nas amostras Irradiadas 3Gy, todos os voluntarios tiveram diferenca estatistica

significativa. A relagédo completa consta na tabela 10.
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Tabela 9 - Relacdo entre os voluntérios para amostra controle.

Relacao Marcador Valor de p
voluntario 1 — voluntario 2 * p <0,05
voluntario 1 — voluntario 3 *x p <0,05
voluntario 1 — voluntario 4 ok p <0,05
voluntario 2 — voluntario 3 Fhkk p <0,05
voluntario 2 — voluntario 4 kkkk p <0,05
voluntario 3 — voluntario 4 Fkkkkk p <0,05

Fonte: O Autor (2021).

Diante dos resultados apresentados, nenhuma das amostras irradiadas 3Gy,

compartilham dimensd@es fractais que sejam estatisticamente iguais.

Tabela 10 - Diferenca da amostra irradiada 4Gy entre os voluntarios 1, 2, 3 e 4.
Estatistica Descritiva

Software utilizado Voluntarios ) Desvio Kruskal-Wallis
Média .
padréo
1 1,7402 0,0178
Excel suplemento 2 1,7231 0,0240
) p <0,0001
Action 3 1,7530 0,0943
4 1,7652 0,0215
1 1,7402 0,0178
2 1,7231 0,0240
BioEstat p < 0,0001
3 1,7530 0,0943
4 1,7652 0,0215

Fonte: O Altor (2021).

Para condicdo de amostra Irradiada 4Gy, houve diferenca estatistica
significativa (p < 0,0001). O gréafico 6, apresenta quais voluntarios tiveram suas
amostras irradiadas 4Gy diferentes.
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Grafico 6 - Diferenca da amostra irradiada 4Gy entre os voluntarios 1, 2, 3 e 4.
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DF - Dimensdo Fractal

Dentre as relacfes avaliadas, apenas a relacédo entre as amostras irradiadas 4Gy, dos
voluntarios 2 e 3, ndo demonstraram diferenca significativa. A relacdo completa consta

na tabela 12.

Tabela 11 - Relacdo entre os voluntarios para amostra irradiada 4Gy.

Relacé&o Marcador Valor de p
voluntario 1 — voluntario 2 * p < 0,05
voluntario 1 — voluntario 3 ** p < 0,05
voluntario 1 — voluntario 4 *kk p < 0,05
voluntario 2 — voluntario 3 * p < 0,05
voluntario 2 — voluntario 4 Fkkkk p < 0,05
voluntario 3 — voluntario 4 - p > 0,05

Fonte: O Altor (2021).

Diante dos resultados apresentados, a maioria das amostras irradiadas 4Gy, néo

compartilham dimensdes fractais que sejam estatisticamente iguais.

4 DISCUSSAO

Apesar da padronizacdo da coloragdo por meio da automacao,
microscopicamente as células apresentaram uma coloragdo heterogénea e esta
diferenca ocorreu em todas as amostras. Isso acontece, porque no esfregaco, a
distensédo do sangue na lamina, cria um gradiente de cor apos a coloracdo. Quanto
mais proximo do corpo do esfregaco, mais intensa a coloracéo fica (RODAK e CARR,
2013).
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A identificacdo e o corte dos linfécitos nas fotomicrografias, foram baseados no
aumento do brilho e contraste, o que possibilitou a limpeza de fundo das células
menos coradas, como as hemacias. Entretanto, devido a coloracao heterogénea dos
linfécitos, discutido anteriormente, algumas células ndo foram identificadas
corretamente.

O algoritmo de correcdo de erro foi eficiente na identificacdo manual de
linfécitos ndo identificados. Contudo, essa solugcédo pode ser um problema em casos
que existam muitos linfécitos ndo identificados. Solug¢des alternativas como redes
neurais, podem ser usadas futuramente para a identificacdo dos linfocitos
(KUSUMOTO e YUASA, 2019).

Foi observada que todas as amostras, com excecdo da amostra irradiada 4Gy
do voluntario 3, apresentam uma variacédo de dimenséo fractal entre 1 e 2, indicando
gue a imagem do nucleo dos linfocitos estdo dimensionalmente entre uma reta e um
plano (CAPRA, 1996). Entretato, Xavier e colaboradores (2018) encontraram
dimensdes fractais variando ente 2 e 3, ou seja, entre um plano e uma esfera (CAPRA,
1996).

Xavier e colaboradores (2018) utilizaram o Fraclac, que é um plugin do ImageJ,
voltado para andlise fractal. Contudo, o algoritmo utilizado foi o box couting diferencial,
gue renderiza a imagem em trés dimensdes baseado nos tons de cinza, ou seja, a
intensidade do pixel em escala de cinza, é convertida em altura.

Ao avaliar a amostra irradiada 4Gy, do voluntario 3, que chegou a apresentar
dimenséo fractal igual a 0,8805 entre um ponto e uma reta (CAPRA, 1996), as
imagens apdés o processamento foram analisadas, uma vez que, pela l6gica, uma
imagem que tem, apenas, comprimento e largura, ndo poderia ter dimensdao menor
que 1 (APENDICE A).

Ficou evidente, que pela coloracdo heterogénea, o aumento do brilho, fez
algumas imagens desaparecer parcialmente ou ficar apagadas, resultando em
dimensdes fractais menores que 1. Uma possivel solucdo, seria ajustar o algoritmo,
para que o brilho seja aumentado de forma personalizada a coloracdo das imagens,
para um melhor processamento. Entende-se como um bom processamento, aquele
gue mantem o contorno da imagem.

Embora a técnica de box couting utilizada tenha sido diferente da empregada
por Xavier e colaboradores (2018), resultados com diferenca significativamente

estatistica, para amostras irradiadas e nédo irradiadas, foram encontradas. Entretanto,
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nem todos os voluntarios apresentaram diferenca estatistica em suas amostras, a
exemplo do voluntario 1.

O voluntério 2 apresentou diferenca entre o controle e amostra irradiada 3Gy,
e entre controle e amostra irradiada 4Gy. As alteracdes na dimensao fractal ndo
acompanharam a dose para este voluntario, sendo apenas possivel diferenciar a
amostra nédo irradiada e irradiada a partir de 3Gy, uma vez que as amostras de 3Gy e
4Gy foram estatisticamente iguais.

O voluntario 3 mostrou diferenca entre as amostras controle e irradiada 3Gy,
mas ndo mostrou diferenca entre o controle e uma dose maior, irradiada 4Gy.
Entretanto, o processamento da amostra 4Gy para este voluntario nao foi satisfatério
(APENDICE A). Com isso, o resultado valido é de que para o voluntario 3 foi possivel
diferenciar amostra néo irradiada e irradiada 3Gy.

O voluntario 4 mostrou diferenca entre controle e amostra irradiada 4Gy, e entre
irradiada 3Gy e irradiada 4Gy. Foi possivel diferenciar a amostra nao irradiada e a
mostra irradiada, sendo esta a partir de 4Gy, uma vez que, as amostras controle e
irradiada 3Gy, foram estatisticamente iguais.

Os resultados assemelham-se aos encontrados por Xavier e colaboradores
(2018), em relacdo aos voluntarios 2 e 3. No entanto, o voluntario 1 ndo apresentou
diferenca alguma e o voluntario 4 s6 apresentou diferenca em doses maior que 3Gy.
Uma possivel explicacdo seria a radiossensibilidade individual, conceito bem
estabelecido na literatura, desde o inicio do século XX. A radiossensibilidade individual
tem relacdo com a propenséao a reac¢des teciduais, induzidas por radiacdo, atribuida a
morte celular, sendo esta resposta particular de cada individuo (FERLAZZO et al,
2017).

Segundo Mirjolet e colaboradores (2015), os telébmeros podem estar
relacionados com a radiossensibilidade individual, sendo estes diferentes em cada
individuo. Algumas hipéteses relacionam a sensibilidade de telébmeros curtos, com
mudancas na estrutura da cromatina ligadas a eucromatina, causando compactacao
da cromatina. Este dado reforca a ideia de que a dimensao fractal do nacleo dos
linfécitos muda, mediante a alteracbes causadas na estrutura da cromatina,
provocadas pela radiacdo ionizante. Entretanto, a magnitude dessa alteracdo é
individual.

A relacdo entre as amostras controle para os voluntarios 1, 2, 3 e 4, apresentou

diferenca significativamente estatistica, exceto pelos voluntarios 1 e 2, que foram
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estatisticamente iguais. Com isso, a ideia de individualidade € reforcada. Essa
diferenca estatistica se manteve nas amostras irradiadas 3Gy, com diferenca entre
todos os voluntarios, e irradiadas 4Gy, que ndo apresentou diferenca apenas entre os

voluntarios 3 e 4.
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5 CONCLUSAO

Apesar da pequena margem de erro na identificacao dos linfécitos, o algoritmo
desenvolvido se mostrou eficiente. No entanto, outras solucdes podem ser aplicadas,
como por exemplo, o uso de redes neurais artificiais.

O sistema de correcdo de erro foi capaz de solucionar o problema de
identificagbes erradas, e se revelou como uma alternativa viavel. Contudo,
considerando um cenario onde muitas fotomicrografias apresentem falhas, essa néo
seria a melhor solucao.

Na etapa de validagdo, obtivemos sucesso ao confrontar com a literatura, a
dimenséao fractal de objetos fractais e nao fractais conhecidos. O algoritmo, portanto,
€ capaz de estimar a dimenséo fractal de forma rapida e com grau de confiabilidade.

O software desenvolvido foi capaz de identificar amostras irradiadas e nao
irradiadas, entretanto, em alguns casos, possivelmente devido a sensibilidade
individual a radiag&o ionizante, a diferenciacéo nao foi possivel ou s6 ocorreu a partir
de 4Gy.

Contudo, o tipo de box couting usado, avalia apenas a distribuicdo das regifes
cromossémicas, sugerindo-se uma avalicdo por box couting diferencial. Ademais, €
possivel avaliar, também, a intensidade da coloracdo, que esta relacionada
diretamente a concentracdo de acidos nucleicos da cromatina, e assim, aumentar a

sensibilidade de identificacao.
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