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Desenvolvimento e validacao de técnica quantitativa U e
Aceito para publicagdo em 10/08/09

de analise de imagem para avaliacao do teste do cometa Pbicadon 20081
corado pela prata

Development and validation of a quantitative image analysis method to evaluate comet assay (silver staining)

Gabrielli Brianezi'; Jodo Lauro Viana de Camargo? Hélio Amante Miot?

TS resumo

Teste do cometa Introducéo: O ensaio do cometa ou técnica da eletroforese de células isoladas € largamente empregado
para avaliacdo de danos e reparo do DNA em células individuais. O material pode ser corado por
técnicas de fluorescéncia ou por sal de prata. Este Gltimo apresenta vantagens técnicas, como o tipo de
Analise de imagem microscopio utilizado e a possibilidade de armazenamento das laminas. A analise dos cometas pode ser
feita de modo visual, porém hé a desvantagem da subjetividade dos resultados, que pode ser minimizada
por anélise digital automatizada. Objetivos: Desenvolvimento e validacdo de método de analise digital
de cometas corados por sal de prata. Métodos: Cinquenta cometas foram fotografados de maneira
padronizada e impressos em papel. Além de medidas manualmente, essas imagens foram classificadas
em cinco categorias por trés avaliadores, antes e depois de pré-processadas automaticamente pelo
software Image] 1.38x. As estimativas geradas pelos avaliadores foram comparadas quanto sua correlacdo
e reprodutibilidade. Em seguida, foram desenvolvidos algoritmos de anélise digital das medidas, com
base em filtros estatisticos de mediana e de minimo. Os valores obtidos foram comparados com os
estimados manual e visualmente apds o pré-processamento. Resultados: As medidas manuais das
imagens pré-processadas apresentaram maior correlacéo intraclasse do que as imagens preliminares.
Os parametros automatizados apresentaram alta correlacdo com as medidas manuais pré-processadas,
sugerindo que este sistema aumenta a objetividade da anélise, podendo ser utilizado na estimativa dos
parametros dos cometas. Conclusao: A presente andlise digital proposta para o teste do cometa corado
pela prata mostrou-se factivel e de melhor reprodutibilidade que a anélise visual.

Genotoxicidade

Método quantitativo

abstract IRSTTNE

Background: Comet assay or single cell gel electrophoresis is a useful and widely applied technique for the | Comet assay
assessment of DNA damage and repair in individual cells. Nuclei can be stained with fluorescence methods
or silver salts. The latter has technical advantages such as the type of microscope used and the possibility
of slide storage. Comet analysis may be performed visually, however, there is the disadvantage of subjective | Image analysis
results, which can be minimized by automated digital analysis. Objectives: Development and validation
of digital analysis method for silver stained comet assays. Methods: Fifty comets were photographed in a
standardized way and printed on paper. Before and after being automatically preprocessed by Image/ 1.38x
software, the images were manually measured and classified into five categories by three evaluators. Their
estimates were compared as to their correlation and reproducibility. Afterwards, an algorithm for automated
digital analysis of the comet measurements was developed based on statistical filters of median and minimum.
These results were compared with those manually and visually estimated after preprocessing. Results: Manual
measurements of preprocessed images showed higher intraclass correlation than the original ones. Automated
results had high correlation with the pre-processed manual measurements, suggesting that this system
increases objectivity and can be used in the estimation of comet parameters. Conclusions: Digital analysis
of silver stained comet assay proved to be feasible and better reproducible than the visual analysis.

Genotoxicity

Quantitative method
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Introducao

O ensaio do cometa, ou técnica da eletroforese celular
em microgel, € muito Gtil e largamente empregado para
avaliacdo de danos e reparos de DNA em células indi-
viduais. Seu principio basico é o da lise de membranas
celulares, sequida pela inducédo da migracéo eletroforética
do DNA liberado em matriz de agarose. Quando vista ao
microscopio, a célula migrada adquire a forma aparente
de um cometa, com cabeca, a regido nuclear, e cauda,
que contém fragmentos ou fitas de DNA que migraram na
direcdo do anodo. A anélise dos cometas baseia-se no grau
de fragmentacdo do DNA e sua migracdo pela microele-
troforese. Medidas como o comprimento total da “cauda”
e a densidade de DNA fornecem dados indiretos sobre o
estado do DNA da amostra.

Inicialmente, a técnica foi desenvolvida para visualizar
danos de DNA induzidos por radiacdo em células de ma-
miferos@. Atualmente, esse método é amplamente usado
como ensaio de genotoxicidade de produtos industriais,
farmacéuticos e agroquimicos, para detectar danos e repa-
ros do DNA em células individuais. E um método répido, de
baixo custo, seguro e de execucéo relativamente fcil.

Ha duas versbes do ensaio de cometa: a neutra® é
considerada menos sensivel porque detecta apenas lesao
de fita dupla de DNA; a alcalina, descrita por Singh et al.?>
e utilizada nesse estudo com algumas modificagdes 1> 29,
é adotada pela maioria dos laboratérios por detectar maior
variedade de lesdes de DNA, como quebra de fita simples,
lesdes de sitios alcalinos labeis e locais de reparos incom-
pletos e crosslinks('®.

Os cometas resultantes da corrida eletroforética do DNA
necessitam passar por um processo de coloragéo, que pode
ser feito alternativamente por técnicas de fluorescéncia,
em que séo usados brometo de etidio, iodeto de propidio
e cyber green, ou por histotécnica convencional com sal
de prata. Esses métodos apresentam diferentes vantagens
e limitacGes. As maiores limitacdes da fluorescéncia sdo a
necessidade de microscépio proprio para andlise de ma-
terial fluorescente e a impossibilidade de armazenamento
das laminas para observacéo posterior, porque a coloracédo
desbota-se em um dia. Ja sob coloracéo com sal de prata,
a analise pode ser feita com microscopio éptico conven-
cional e as laminas podem ser armazenadas para andlise
posterior. Outra desvantagem da coloracao fluorescente
é a toxicidade de alguns reagentes, como o brometo de
etidio, que é mutagénico e, sob exposicdo crénica, pode

ser cancerigeno@. Quando comparadas, as duas colora-
¢Oes nao diferem com relagdo aos resultados das imagens
obtidas, sendo, portanto, equivalentes('> 20,

No teste do cometa podem ser utilizadas células
de grande variedade de tecidos, desde que possam ser
adequadamente isoladas. O uso de linfécitos periféricos é
muito conveniente porque as células ja se encontram em
suspensao (sangue) e ndo necessitam da acdo de enzimas ou
de processo mecanico para seu isolamento. Esses processos,
principalmente o enzimético, podem causar danos adicio-
nais ao DNA. Outras vantagens do uso de linfécitos séo a
facilidade de sua obtencdo em grande nimero, dispensando
a fase de cultura celular, o fato de as células estarem quase
todas na mesma fase do ciclo e, finalmente, por refletirem
o estado do organismo como um todo®.

As medidas dos cometas realizadas visualmente sao
imprecisas devido a subjetividade do observador. Em conse-
quéncia, ttm menor uniformidade e baixa reprodutibilidade
em diferentes laboratérios®. A variabilidade relativamente
alta dessas medidas impede a deteccdo de pequenos efeitos
genotoxicos. Para evitar esta limitacdo, ha necessidade de
amostras celulares mais numerosas.

O uso de um sistema por analise de imagem pode
contribuir para a minimizacédo dos problemas de subjetivi-
dade e tornar o teste do cometa mais objetivo e com maior
reprodutibilidade. Métodos quantitativos de andlise de
imagem automatizados permitem obter parametros, como
comprimento total do cometa e comprimento, densidade
(porcentagem de DNA) e momento da cauda® ™.

Objetivos

Desenvolver e validar um sistema de anélise de imagem
digital para avaliacdo quantitativa de cometas corados por
nitrato de prata.

Material e método

Aquisicao do material

Foram utilizadas células do sangue periférico de ratos
Wistar machos com oito semanas de idade, pesando em
média 200 g, provenientes do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biolégica da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB/UNICAMP). Os animais foram manti-
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dos em gaiolas de polipropileno, com dimensodes de 41
x 34 x 16 centimetros, forradas com maravalha de pinho
autoclavada, trocadas trés vezes por semana. Durante os
experimentos os animais permaneceram no biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu da Universidade Estadual Paulista (FMB/UNESP)
recebendo racdo basal peletizada (Biobase, Bio-tec, Bases
Quimica Ltda., Colombo-PR) e &gua filtrada ad libitum,
em uma sala com temperatura a 22°C, umidade relativa
de 55%, ciclo de luz de 12 horas claro/escuro e exaustao
continua do ar ambiente. Apds periodo de aclimatacéo
de duas semanas, os ratos foram casualizados e separados
em lotes de cinco animais por gaiola.

Para a producdo dos cometas, os animais foram
tratados com N-nitroso-N-metilurea (MNU) (CAS 684-
93-5, Sigma Aldrich, Milwalkee), em dose de 50 mg/kg
intraperitoneal (IP), em solucao com NaCl 0,9%, de
forma a permitir a administracao de 1 ml/100 g de peso
corpéreo. Amostras de sangue periférico foram coletadas
do plexo periorbital com tubo microcapilar trés horas
ap6s a administracdo de MNU.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da
Instituicdo (Protocolo n°® 021/06).

Processamento e coloracdo dos cometas

O teste do cometa foi desenvolvido segundo pro-
tocolo de Singh et al.?» com modificagdes '* 20, sob
baixa luminosidade devido a foto sensibilidade dos
reagentes.

Em resumo, laminas histoldgicas foram mergulhadas
em gel de agarose mantido em banho-maria a 60°C e,
ap6s remogdo do excesso com papel-toalha, secas em
temperatura ambiente e mantidas em posicdo horizon-
tal. Amostras de sangue periférico (5 pl) dos animais
testados foram misturadas com agarose de baixo ponto
de fusdo 0,5% (100 pl) e solucdo tampdo fosfato-salino
(PBS) livre de Ca* e Mg*. Uma aliquota de cada tubo
foi aspirada e gotejada sobre as laminas previamente
revestidas de agarose normal, que foram recobertas por
laminulas. Para garantir adesdo adequada das células
a agarose, as laminas foram mantidas na geladeira por
cinco minutos. A seguir, e dentro da geladeira por 24 h,
realizou-se a liberacdo do DNA pela lise das células com
detergentes (n-Lauroil Sarcosinato) e sais (acido etileno-
diaminotetracético [EDTA], NaCl, Tris, Dimetilsulféxido
e Triton X-100). As [aminas descansaram por 20 minutos
em solucao de EDTA (1 mM) e NaOH (300 mM), na qual foi
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realizada a eletroforese em condicdes alcalinas (pH > 13),
com 25V e 300 mA por 20 minutos. A neutralizagdo dos
alcalis foi feita com solugdo de tampéao Tris (Invitrogen).

A coloracdo foi realizada com prata pelo método descri-
to por Nadin®? e Fukumasu®". Para tanto, misturou-se em
uma cubeta 32 ml da solugao A (50 g Na,Co, quantidade
suficiente para [q.s.p.] 1.000 ml de agua bidestilada) e
68 ml da solugdo B (0,2 g de NH,NO,, 0,2 g de AgNO,,
1 g de acido silicotungsténico, 500 ul de formaldeido,
g.s.p. 1.000 ml de agua bidestilada) por um minuto. A
seguir, as laminas foram lavadas por cinco minutos em
solugdo finalizadora (1 ml de acido acético g.s.p. 100 ml
de agua bidestilada) e depois em éagua bidestilada por
um minuto.

Apés todo o procedimento, 50 cometas foram sele-
cionados sob microscopia 6ptica para anélise. O tamanho
da amostra foi com base na literatura, que habitualmente
utiliza essa quantidade de cometas em testes de cometa
comparativos® 29, apesar de alguns autores recomen-
darem a analise de até 100 nucleoides® . Para evitar
a analise repetida de um mesmo cometa, o processo
de selecdo das imagens compreendeu o rastreamento
continuo das ldminas do topo para a base®. Foram
fotografadas as estruturas bem formadas e isoladas, até
a selecdo de 10 unidades para cada classe visual, dis-
tribuidas conforme o comprimento da cauda em cinco
categorias, que correspondem a gravidade de danos no
DNA®@: 0 = sem danos (< 5%); 1 = baixo nivel de danos
(5% a 20%); 2 = médio nivel de danos (20% a 40%);
3 = alto nivel de danos (40% a 95%); 4 = totalmente
danificados ( > 95%).

Registro fotografico, classificacao visual e
medidas dos cometas

Foram utilizadas uma camera fotogréfica digital Olym-
pus Camedia C-7070 acoplada a um microscépio Olympus
BX41 com aumento de 40 vezes e uma iluminacédo padro-
nizada. Este sistema permitiu converter o sinal anal6gico
(imagem) em informacgéo digital (numérica), representada
por tons de cinza que indicam o brilho de cada ponto
dentro da imagem, denominado pixel?". As fotografias
sequenciais foram adquiridas em modo manual, I1SO 100,
resolucdo de 1.024 x 768 pixels, 24 bits de cor, densidade
de 72 dpi, velocidade do obturador de 1/2000, F 4.8 em
zoom maximo. As imagens foram armazenadas em arquivos
tipo TIFF. O protocolo fotogréfico empregado consistiu em
uma escala de 6,29 pixels por micrometro.
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Para validacdo do método visual, as imagens selecio-
nadas foram impressas em papel A4 e submetidas a trés
observadores experientes na andlise do cometa, os quais as
mediram com uma régua transparente milimetrada. Foi ain-
da realizada a classificacdo visual de cada imagem seguindo
as cinco categorias®® mencionadas anteriormente.

Pré-processamento das imagens para reanalise
visual e métrica

As imagens dos cometas foram recortadas digitalmente
e pré-processadas de modo automético por algoritmo de-
senvolvido para o software Image] 1.38x, que destaca as
caracteristicas do cometa (cabeca e cauda). Para a execucado
do pré-processamento, ap6s a definicdo do cometa foram
aplicados os recursos do software para filtragem pela cor,
aumento do contraste, definicdo de bordas, padronizacao
de intensidades e remocdo do fundo, a fim de preparar a
imagem para segmentacdo e andlise (Figura 1A). Para sua
aplicacdo, esses processos foram automatizados.

Essas novas imagens (Figura 2B) foram impressas e
reanalisadas pelos avaliadores, que reagruparam os cometas
segundo suas classes visuais e os mediram, tal como feito
anteriormente.

Processamento automatizado

Ap6s a aplicacdo do pré-processamento, as imagens
foram processadas por dois algoritmos que envolvem a
filtragem estatistica espacial (filtros de mediana e minimo)
(Figuras 1B e 1C) e as medidas automaticamente. O al-
goritmo | utiliza filtragem de mediana no processamento
das imagens e destaque da estrutura central com relacdo
ao fundo (Figura 2C). O algoritmo Il emprega filtragem
estatistica de minimo e de mediana na individualizacdo dos
corpos dos cometas com relacdo ao fundo (Figura 2D).
Para a validacdo do método automatizado®®?, o sistema de
analise estimou o comprimento total, o comprimento e o
momento da cauda e a intensidade de cor dos cometas.

Analise estatistica

As medidas foram testadas quanto a normalidade pelo
teste de Lilliefors™. A tendéncia central das amostras foi
expressa como média ou mediana, e sua dispersdo, como
desvio-padrédo ou desvio interquartilico.

A precisao das medidas e a retencdo de informacéo de
cada canal de cor (R, G e B), um dos passos do processa-
mento da imagem, foram estimadas a partir dos coeficientes
de variacdo, que foram comparados entre si pela andlise

A B
1 - Carregamento da imagem

!

2 - Selecdo manual retangular do cometa

!

3 - Corte da area de interesse

!

4 — Inversao da imagem

!

5 - Amplificacdo do contraste

1 - Preparacdo da imagem

2 — Inversdo do padrdo da escala de cinza

3 - Corte da area de interesse

4 — Amplificag@o do contraste

5 — Decomposicao nos canais RGB

G
1 - Preparacéo da imagem

!

2 — Inversdo do padréo da escala de cinza

!

3 - Corte da area de interesse

!

4 — Amplificag@o do contraste

!

5 — Decomposicdo nos canais RGB

l - emprego no canal R — emprego no canal R

6 — Decomposicédo nos canais RGB — emprego l l

do canal R 6 — Aplicagao de ook up table - fire 6 — Aplicagao de look up table - fire
} l }

7 — Aplicacao da filtragem estatistica 7 - Aplicacao da filtragem estatistica

7 — Suavizagao da imagem - smooth
l especial - filtro de mediana especial - filtro de minimo

! !

- Aplicaca look le - fi , . :
8 — Aplicado de look up table - fire 8 — Subtracéo do background 8 — Aplicagao da filtragem estatistica

l especial - filtro de mediana
9 - Medida manual dos cometas l

9 — Subtragéo do background

Figura 1 - Passos de (A) pré-processamento; (B) algoritmo I; e (C) algoritmo Il
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de variancia (ANOVA). O canal que apresentou o maior
coeficiente de variacdo dos histogramas de cor dos cometas
foi o “RED” (R), sendo, portanto, o canal que reteve mais
informacdo digital (p < 0,01).

As medidas com distribuicdo paramétrica foram testadas
quanto a correlacdo de seus valores pelo teste de correlacdo
linear de Pearson; ja as medidas nao-paramétricas foram
analisadas pelo teste de Spearman.

A correlacdo interpessoal foi estimada pelo coeficiente
de correlacdo intraclasse.

A diferenca entre as estimativas dos avaliadores foi
analisada pelo teste de Friedman.

Foram adotados como significativos os valores bicau-
dais de p < 0,05. Para a andlise estatistica foi empregado o
software Bioestat 5.0

Resultados

As medidas manuais feitas pelos trés avaliadores (Av) fo-
ram comparadas e mostraram correlacdo adequada entre as
classificagdes visuais e as medidas manuais dos cometas nao-
processados (R > 0,8; Tabela 1). Com excecdo do parametro
comprimento da cabeca, na classificagdo visual as classes das
extremidades (classes O e 4) tiveram a melhor correlacdo
(dados nd@o mostrados). Apesar dessas boas correlaces, as es-
timativas dos trés avaliadores (Av1, Av2, Av3) divergiram entre
si em todos os parametros avaliados (classes visuais e medidas
manuais), nao apresentando boa reprodutibilidade geral (Teste
de Friedman; Tabela 1). Porém, quando comparadas as esti-
mativas dos Av2 e Av3, foi identificada boa reprodutibilidade

com relacéo a classificacdo visual, que ndo diferiram entre si. Ja
com relacdo as medidas manuais, somente ocorreu adequada
reprodutibilidade quanto as estimativas do comprimento da
cauda, feitas pelos Av1 e Av2, e do comprimento da cabeca,
feitas pelos Av1 e Av3 (Tabela 1).

Foram também comparadas correlacdes e reprodutibi-
lidade entre as medidas dos avaliadores realizadas com as
imagens pré-processadas (Tabela 2). Em todos os parametros
avaliados (classes visuais e medidas manuais) houve aumento
na correlacdo entre os avaliadores (Tabela 2), demonstrando
valores significativos, como as correlacdes do comprimento
da cauda, sendo a maior entre Av1 e Av3. Também, no geral,
houve diminuicdo na divergéncia (Teste de Friedman) nas ava-
liagGes das amostras pré-processadas (Tabela 2) quando com-
paradas as avaliacdes das amostras sem o pré-processamento
(Tabela 1). Quando a comparacao foi feita dois a dois entre as
estimativas dos avaliadores, houve grande reprodutibilidade
entre Avl e Av2 com relagdo a classificacdo visual. Com as me-
didas manuais, a melhor reprodutibilidade ocorreu quanto ao
comprimento total do cometa entre Av1 e Av2, comprimento
da cabeca entre Avl e Av3 e comprimento da cauda entre
Av2 e Av3 (Tabela 2). Quando comparados os coeficientes de
variacdo das medidas manuais das imagens ndo-processadas
com os das imagens pré-processadas, houve diminuicéo,
indicando aumento da precisdo na maioria das medidas ou
melhora da reprodutibilidade das andlises (Tabela 3).

Nas medidas automatizadas observamos alta correla-
¢ao (R > 0,8) entre as imagens geradas pelo algoritmo | e
a média das medidas das imagens pré-processadas feitas
pelos trés avaliadores, principalmente na comparacado do
momento da cauda e a percentagem de DNA com classi-
ficacdo visual (p < 0,01), e entre os comprimentos totais

o-processadas de cometas por trés avaliadores: estimativas de correlacdo e

JELIE N avaliacdo da reprodutibilidade interpessoal
Correlacao L .
arl % A2 Al x A3 02 x M3 Reprodutibilidade - diferenca entre os ranks
Coeficiente Teste de
R de Spearman R de Spearman R de Spearman  de correlagdo _ . Avl x Av2 Avl x Av3  Av2 x Av3
, Friedman
intraclasse
Classificacgo 4 g 0,83 0,88 0,14* 37,8  525* b4 1,5
visual
Medidas manuais
Total 0,94 0,89 0,91 0,85 70,4* 31* 52* 83*
Cabeca 0,33 0,55 0,54 0,34 38,3* 41 5* 19 60,5*
Cauda 0,92 0,91 0,90 0,62 26,8* 8,5 48,5* 40*

Av = avaliadores; todos os valores p < 0,01, exceto *p < 0,05.
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Anélise de imagens pré-processadas de cometas por trés avaliadores: estimativas de correlagdo e

LELCIERA avaliacao da reprodutibilidade interpessoal
Correlacdo
Avl x Av2 Avl x Av3  Av2 x Av3

R de Spearman R de Spearman R de Spearman  de correlacao

Classificagao

visual 0,96 0,69 0,71
Medidas manuais

Total 0,87 0,89 0,90
Cabeca 0,53 0,58 0,82
Cauda 0,88 0,93 0,92

Av = avaliadores; p < 0,01, exceto *p < 0,05.

Reprodutibilidade - diferenca entre os ranks

Coeficiente Teste de
, Avl x Av2 Avl x Av3  Av2 x Av3
, Friedman
intraclasse
0,65 25,27*% 2 44 5* 42 5%
0,93 42,07* 10 50,5* 60,5*%
0,47 48,67* 47 5% 20,5 68*
0,54 13,71* 36* 25,5*% 10,5

Tabela 3 Coeficiente de variacao (%) das medidas dos cometas nao-processados e pré-processados
AVl Av2 AV3
Néo-processados  Pré-processados  Nao-processados Pré-processados Nao-processados  Pré-processados

rasfieReio 054 0,47 0,36 0,46 0,45 038
Medidas manuais

Total 0,34 0,31 0,33 0,30 0,38 0,32
Cabega 0,32 0,22 0,20 0,23 0,31 0,34
Cauda 0,54 0,49 0,50 0,53 0,62 0,56

(p < 0,01) e das caudas (p < 0,01) (Tabela 4). Também,
foi observada alta correlacdo (R > 0,8) entre as medidas das
imagens geradas pelo algoritmo Il e as médias das medidas
manuais das imagens pré-processadas dos trés avaliadores,
principalmente quando comparamos os comprimentos da
cauda, os totais e 0 momento da cauda e a percentagem
de DNA com a classificacdo visual (p < 0,01) (Tabela 5).
Em ambos os algoritmos houve baixa correlacdo do com-
primento da cabeca das medidas automatizadas com as
medidas manuais pré-processadas. Esse mau desempenho
também foi observado nas medidas manuais, quando
correlacionadas com as estimativas dos trés avaliadores.
Houve, porém, melhor correlagdo com as medidas geradas
pelo algoritmo Il (Tabelas 4 e 5).

Neste estudo foram comparadas as estimativas de pa-
rametros de cometas geradas por trés avaliadores indepen-

dentes a partir de medidas manuais realizadas em imagens
nao-processadas e pré-processadas. Houve variabilidade das
estimativas manuais dos avaliadores, que diminuiu com o
pré-processamento digital da imagem. Isso sugere que o
pré-processamento digital prévio é um procedimento va-
lido para reducdo da subjetividade da andlise de cometas,
aumentando sua precisdo e capacidade de deteccdo de
danos mais discretos do DNA.

A andlise automatizada das mesmas imagens, apds
seu processamento com dois algoritmos, indicou melhor
desempenho do algoritmo Il, que possibilitou melhor ana-
lise do histograma gerado. Essas medidas automatizadas
demonstraram alta correlacdo (R > 0,8) com os parame-
tros obtidos manualmente ap6s o pré-processamento das
imagens, o que esta de acordo com resultados de outros
autores®. As medidas automatizadas permitiram reduzir a
subjetividade da anélise, de modo que seu emprego pode
ser indicado para ensaios que utilizam nitrato de prata para
corar os cometas.
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Coeficiente de correlacdo (R de Spearman) entre as medidas automatizadas (algoritmo I) e a

Tabela 4

Medidas
automatizadas

Cabega
Cauda
Total
Cauda/total
MT 12

MT 2°

MT 3¢

MT 44

% DNA®

Todos os valores p < 0,01, exceto *p=0,07.

Cabeca Cauda

0,26*
0,82

média das medidas dos trés avaliadores

Medidas Manuais

Total Classificacao Caudaftotal
0,86
0,73 0,69
0,81 0,77
0,43 0,44
0,87 0,82
0,87 0,83
0,81 0,77

*MT 1 = % DNA cauda x comprimento da cauda; °MT 2 = % DNA cauda x ponto médio do comprimento da cauda; ‘MT 3 = % DNA cauda x distancia dos
centros de massa da cauda e da cabeca (cauda medida a partir do meio da cabeca); “MT 4 = % DNA cauda x disténcia dos centros de massa da cauda e da
cabeca (cauda medida a partir do fim da cabeca); *% de DNA = intensidade cauda/intensidadetotal.

Correlacao (R de Spearman) entre as medidas automatizadas (algoritmo 11) e a média das

Tabela 5 medidas dos trés avaliadores

Medidas
Automatizadas

Cabega
Cauda
Total
Cauda/total
MT 12

MT 2°

MT 3¢

MT 4¢

% de DNA®

Todos os valores resultaram em p <0,01.

Cabeca Cauda

0,55
0,89

Medidas manuais

Total Classificacao Caudaftotal

0,94
0,85 0,81
0,91 0,87
0,69 0,63
0,72 0,60
0,67 0,67
0,86 0,80

*MT 1 = % DNA cauda x comprimento da cauda; °MT 2 = % DNA cauda x ponto médio do comprimento da cauda; °MT 3 = % DNA cauda x distancia dos
centros de massa da cauda e da cabeca (cauda medida a partir do meio da cabeca); “MT 4 = % DNA cauda x distancia dos centros de massa da cauda e da
cabeca (cauda medida a partir do fim da cabeca);*% de DNA = intensidade cauda/intensidadetotal.

O baixo custo operacional, a relativa seguranca dos rea-
gentes, a possibilidade de armazenamento das laminas e a
equivaléncia dos resultados do teste do cometa comparados
a técnica classica com fluorescéncia sdo vantagens que for-
talecem o emprego da coloracdo pela prata na execucao do
teste do cometa® 2. Uma limitagdo da coloracdo pela prata
€ a grande quantidade de residuos escuros depositados sobre
a lamina, criando uma “sujeira” que dificulta o processo de

filtragem e segmentac@o digital das estruturas e a avaliacdo
convencional pelos softwares de analise de imagem®2. Para
superar essa dificuldade foram desenvolvidos algoritmos para
filtrar as particulas ndo agrupadas aos cometas, que se mos-
traram eficazes para isolamento e segmentacdo das imagens
dos cometas com relacdo ao fundo da lamina.

Além dos depdsitos de pigmentos de prata, foi grande o
nUmero de células agrupadas ou com alteracdes na formagéo



BRIANEZI, G. S. et al. Desenvolvimento e validagéo de técnica quantitativa de andlise de imagem para avaliagdo do teste do cometa corado pela prata © | Bras Patol Med Lab ® v. 45 ¢ n. 4

dos cometas que poderia ser minimizado com maior selecéo
dos cometas. Considerando que o maior grau de “selecdo”
dos cometas implicaria em interferéncias na aleatoriedade da
amostragem, principalmente quando o pesquisador conhece
as substancias testadas em cada lamina.

Outro elemento interferente é a presenca de células
na metéfase entre a amostra da lamina, que, com material
genético duplicado, formam caudas longas e densas, alte-
rando alguns parametros de leitura do teste. A supressao
das medidas outliers do sistema previne a influéncia dessas
estruturas na analise.

A coloragdo concomitante de todo o material do ensaio
com a mesma solucdao do corante, o uso simultaneo de
controles positivo e negativo e doses diferentes da substan-
cia-teste, 0 “cegamento” dos pesquisadores que capturam
as imagens, assim como um pré-teste com analise visual,
sao formas de confrontar a qualidade do experimento que
sera analisado pelo método objetivo automatizado.

Por esse motivo o tratamento do material bioldgico,
a preparacdo dos espécimes‘”, a técnica de coloracao, o
rigor do protocolo da microeletroforese®®, a padronizacéo
da captura fotogréfica e principalmente a metodologia
de selecdo dos cometas sdo elementos que interferem no
resultado quantitativo das analises.

O método de andlise do teste do cometa corado pela
prata ainda nao foi padronizado, mas ja foi indicado que os
resultados das analises das duas colora¢des sao equivalen-
tes®, sendo portanto a coloracdo de prata uma alternativa
para o teste do cometa, havendo a necessidade de validacdo
do método de andlise automatizado.

Os sistemas automatizados geram grande nimero de
pardmetros, sendo os mais empregados na pesquisa cienti-
fica as estimativas do comprimento da cauda, do momento
dela e a porcentagem de DNA nela®.

O comprimento da cauda tem a desvantagem de ndo
apresentar linearidade com as doses das substancias-teste,
atingindo um plat6 mesmo que os danos no DNA conti-
nuem aumentando.

O momento da cauda também ndo apresenta line-
aridade de dose-resposta e ndo possui uma férmula de
célculo padronizada, que seja universalmente aceita” 9.
Neste estudo foram utilizados quatro modos de célculo
deste parametro, que apresentaram resultados variados,
com variacdes ainda nos dois algoritmos. A formula mais
utilizada nos ensaios do cometa®, do Olive tail moment
(MT 4), somente apresentou bom desempenho quando foi
utilizado o algoritmo I.

* p. 325-334 ¢ agosto 2009

A estimativa da percentagem de DNA na cauda é um
parametro que varia de forma linear com a frequéncia de
quebras do DNA e também é (til para a comparacdo de
resultados internos ou entre diferentes laboratérios” . Sua
alta correlacdo quando comparado as medidas manuais
torna a escolha desse parametro mais confiavel, ainda que,
quando comparados, outros parametros apresentassem
valores de correlacdo ainda mais altos.

Dessa forma, a alta sensibilidade diagnéstica do teste
do cometa deve ser avaliada cuidadosamente, ponderada
segundo o comportamento de vérias varidveis, que devem
ter comportamento gradual de acordo com a concentracédo
da substancia testada e correlacéo direta com as medidas
visuais.

O processo mais amplo de validagédo da anélise objetiva
de imagem digital do teste do cometa corado pela prata
envolvendo um ndmero maior de observadores, concen-
tracdes de produtos genotdxicos, inclusive de diferentes
categorias, esta em andamento.

Novos estudos contemplando outras técnicas de analise
deimagem e de automatizacdo do processo, a metodologia
de coloragéo pela prata e fluorescéncia dos mesmos espé-
cimes, analisadas pelos diferentes softwares, devem corro-
borar para o uso algoritmos em larga escala na pesquisa de
genotoxicidade usando o teste do cometa.

Conclusao

Foi desenvolvido e validado um sistema de analise
automatizado de imagem digital para avaliacdo quan-
titativa do teste do cometa corado pela prata.

Foi observada alta correlacdo entre as medidas
estimadas pelo sistema automatizado e as manuais pré-
processadas, com as vantagens de o primeiro reduzir a
subjetividade da andlise feita pelos avaliadores e aumen-
tar a precisdo das amostras. Esses resultados indicam a
utilidade da analise digital automatizada em pesquisas
que utilizem o teste do cometa corado pela prata, o que
é reforcado ainda pela gratuidade do software utilizado
e pelo uso de microscépio 6ptico convencional.

Para a completa validacdo do sistema de analise
de imagem digital aqui apresentado serd de grande
valia a comparacao desse sistema automatizado com
outros sistemas disponiveis, como os utilizados quando
a coloracdo dos cometas é realizada por métodos de
fluorescéncia.
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