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RESUMO / ABSTRACT




1. Resumo

O teste do cometa € um método de andlise de dano no DNA amplamente
utiizado para quantificar danos oxidativos e crosslinks de DNA, apoptose e a
genotoxicidade de substancias quimicas como produtos quimicos,
farmacéuticos, agroquimicos, entre outros.

A técnica é sensivel para detectar lesdes em fita simples de DNA, lesGes
de sitios alcalinos labeis e locais de reparos incompletos e se baseia na
migracao de fragmentos de DNA em microeletroforese, o DNA migra para o
anodo formando uma “cauda”, e a imagem formada tem a aparéncia de um
cometa.

As laminas podem ser coradas com fluorescéncia ou ainda pela prata,
tendo diferencas no tipo de microscopio utilizado para a analise e pela
possibilidade de armazenamento das laminas, e sendo a primeira um método
de coloracdo com maiores dificuldades de realizacéo.

A andlise das imagens pode ser realizada de maneira visual, porém ha a
desvantagem da subjetividade dos resultados, o que pode ser minimizado por
um método automatizado de andlise digital.

Esse processo foi estudado neste trabalho com o objetivo de realizar a
validacdo da analise digital tornando-o um método quantitativo com maior
reprodutibilidade, minimizando a variabilidade e imprecisdo decorrente da
analise subjetiva.

Para essa validacdo utilizamos 50 cometas fotografados de maneira
padronizada e impressos, as imagens foram submetidas a trés avaliadores
experientes, 0s quais as quantificaram manualmente. Posteriormente, as
imagens foram processadas pelo software gratuito ImageJ 1.38x, impressas e
guantificadas manualmente pelos mesmos avaliadores.

Houve melhor desempenho na concordancia intraclasse das medidas
avaliadas manualmente apds o processamento digital das imagens.

Em seguida, foi desenvolvido um algoritmo de analise digital das medidas
do cometa, os valores obtidos foram comparados com o0s estimados
manualmente apds o processamento e observamos alta correlacdo entre os

resultados.
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Assim, temos que o uso de sistemas de andlise de imagem aumenta a
objetividade da analise do cometa, podendo ser utilizado na estimativa de seus

parametros.

Palavras chave: Teste do cometa, genotoxicidade, analise de imagem,

método quantitativo.
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2. Abstract

Development and validation of a quantitative image analysis

method to evaluate comet assay (silver staining).

The comet assay is a method of DNA damage analysis widely used to
quantify oxidative damage, crosslinks of DNA, apoptosis and genotoxicity of
chemicals substances as chemical, pharmaceuticals, agrochemicals products,
among others.

This technique is suitable to detect DNA strand breaks, alkali-labile sites
and incomplete excision repair sites and is based on the migration of DNA
fragments by microeletroforesis, DNA migrates for the anode forming a *“tail”,
and the formed image has the appearance of a comet.

The slides can be stained with fluorescence or silver, having differences in
the microscopy type used for the analysis and the possibility of storage of the
slides, moreover, the first one is a stained-method with more difficulties of
accomplishment.

The image analysis can be performed by a visual way, however, there is a
disadvantage as the subjectivity on the results, that can be minimized by an
automated method of digital analysis.

This process was studied in this report with the aim to perceive the
validation of the digital analysis turning it a quantitative method with larger
reproductibility, minimizing the variability and imprecision due to the subjective
analysis.

For this validation we selected 50 comets photographed in a standardized
way and printed, afterwards, pictures were submitted to three experienced
appraisers, who quantified them manually. Later, the images were processed by
free software ImageJ 1.38x, printed and quantified manually by the same
appraisers.

The intraclass correlation was higher to comet measures after image
processing.

Following, an algorithm of automated digital analysis from the measures of

the comet was developed; the values obtained were compared with those
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estimated manually after the processing resulting high correlation among the
measures.

The use of image analysis systems increases the objectivity of the comet
analysis, and could be used in the estimate of its parameters.

Key words: Comet assay, genotoxicity, image analysis, quantitative

method.
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INTRODUCAO
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3. Introducéo

O ensaio do cometa ou técnica da eletroforese em microgel € uma técnica
muito util e largamente empregada para avaliacdo de dano de DNA e seu
reparo em células individuais.

Inicialmente, a técnica foi desenvolvida para visualizar o dano de DNA
induzido por radiacdo em células de mamiferos (Ostling e Johanson 1984).
Atualmente, esse método é amplamente usado na pesquisa cientifica para
estimar danos oxidativos e crosslinks de DNA, apoptose, e em genotoxicidade
induzido por combinacdes de substancias quimicas, como produtos quimicos,
farmacéuticos e agroquimicos. E um método rapido, de baixo custo, de relativa
facilidade de realizacdo, seguro e que pode ser aplicado na maioria dos
tecidos.

Duas versoes diferentes do ensaio de cometa foram descritas por Singh et
al. (1988) e Olive (1989). E importante notar que a versdo alcalina do teste do
cometa (Singh et al. 1988) que tem sido adotada pela maioria dos laboratorios,
€ sensivel para uma variedade de lesbes de DNA como lesdo em fita simples
de DNA, les@es de sitios alcalinos labeis e locais de reparos incompletos, o que
a difere da versao neutra (Olive et al 1989), a qual € menos sensivel e detecta
apenas lesao de fita dupla de DNA.

A versao utilizada neste estudo é a descrita por Singh et al (1988) com
modificagdes (Nadin at al., 2001; Hartmann et al., 2003; Fukumasu et al., 2006)
e seu principio basico é apos a lise celular e da carioteca, ha a migracédo de
DNA em uma matriz de agarose sob condi¢cdes de eletroforese. Quando vista
ao microscopio, uma célula adquire a forma de um cometa, com cabeca (a
regido nuclear) e cauda que contém fragmentos de DNA ou fitas que migram

na diregao do anodo (Figura 1).
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Figura 1: Imagem do teste do cometa corado pela prata

Depois de submetidas a eletroforese, as laminas precisam passar pelo
processo de coloracdo, que pode ser feito com fluorescéncia pelo brometo de
etidio, iodeto de propidio e cyber green ou ainda pela coloracéo de prata.

Na coloragdo de fluorescéncia ha necessidade de um microscopio de
fluorescéncia para a analise das laminas e se forem guardadas para uma
posterior observacdo necessitam passar novamente pelo processo de
coloracéo, porque esta € perdida em um dia. Ja com a coloracdo de prata, ndo
h4 a necessidade de corar as laminas novamente podendo, portanto,
armazend-las para uma analise posterior, a analise ainda pode ser feita com
um microscopio de luz convencional, o que facilita o emprego do teste do
cometa.

Outra desvantagem do brometo de etidio, um dos tipos de coloracédo de
fluorescéncia e a mais utilizada, é sua alta toxicidade e mutagenicidade,
podendo causar sérios danos quando em contato com o individuo, causando
tosse e espirros quando inalados, se ingeridos causa desarranjos gastro-
intestinais com problemas no figado e rins, irritacdo na pele e olhos e na
exposicao crénica € um provavel cancerigeno.

Quando comparadas, as duas coloracdes (prata e fluorescéncia) nao
apresentam diferencas em relacdo aos resultados das imagens obtidas, sendo,
portanto equivalentes (Nadin 2001, Garcia 2007).
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Pode-se utilizar uma grande variedade de tecidos para a realizacdo do
teste, porém, o uso de linfécitos € muito facilitado, por ja se encontrar em
suspensao (sangue) nao necessitando de processamento do tecido por
enzimas ou por processo mecanico para a producdo das laminas, porque
esses processos, principalmente o enzimatico, podem causar danos adicionais
ao DNA das células utilizadas.

Outras vantagens do uso de linfécitos sdo: a facilidade de sua obtencdo
em grande numero ndo necessitando de cultura celular, as células estarem
guase todas na mesma fase do ciclo celular e por poderem refletir o estado do
organismo como um todo (Collins 2008).

A andlise do teste dos cometas basicamente depende do grau de
fragmentagdo do DNA e sua migragdo a microeletroforese, dessa forma,
medidas como o comprimento total da “cauda” e sua densidade de DNA
fornecem dados indiretos sobre o estado do DNA da amostra.

Essas medidas sao feitas visualmente (Figura 2), o que pode ocasionar
uma falta de precisdo na avaliacdo desses parametros devido a subjetividade
do observador, também se pode notar uma menor uniformidade nas leituras
dessas medidas e uma baixa reprodutibilidade do teste em laboratorios
diferentes.

Uma maior variabilidade das medidas do teste apresenta também a
limitacdo na deteccdo de pequenos efeitos genotdxicos, ou, a necessidade,
para isso, de amostragens mais numerosas.

A avaliacdo dos cometas pode ser realizada por um método de analise de
imagem automatizado, medindo diferentes parametros de danos: comprimento
total do cometa, comprimento da cauda, densidade da cauda (% de DNA na
cauda) e momento da cauda.

O uso de um sistema quantitativo por analise de imagem pode contribuir
para a minimizacao desses problemas e tornar o teste do cometa mais objetivo

e com alta reprodutibilidade.
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Figura 2: Esquema de classificacao visual do cometa utilizada pelos avaliadores
(Speit, 1995, Garcia 2004).
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MATERIAL E METODOS
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4. Material e Métodos

4.1 Aquisicao do material

Para a aquisicdo de material destinado aos testes de cometa, foram
empregados linfécitos de ratos Wistar machos com oito semanas pesando em
média 200g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biologica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com dimensdes
de 41x34x16 centimetros (cinco animais/gaiola), forradas com maravalha de
pinho autoclavada, trocadas trés vezes por semana. Durante os experimentos
0s animais permaneceram no biotério do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da UNESP em Botucatu recebendo racgéo basal
peletizada (Biobase, Bio-tec, Bases Quimica Ltda., Colombo-PR) e &gua
filtrada ad libitum, em uma sala com temperatura de 22°C, umidade relativa de
55%, ciclo de luz de 12 horas claro/escuro e exaustéo continua do ar ambiente.
Apos periodo de aclimatacdo de duas semanas, os ratos foram casualizados e
separados em lotes de cinco animais por caixa.

Foi coletado sangue do plexo periorbital para o processamento das

amostras apos um periodo de oito semanas.

4.2 Tratamento dos animais

Foram utilizados 15 animais por grupo. Sendo, portanto dois grupos, um
tratado com MNU (N-nitroso-N-methylurea) e o outro ndo recebeu tratamento,
mas somente racdo basal e agua filtrada ad libitum.

O MNU ndo tem uso comercial conhecido, sua formula quimica é
C2HsN3O; e estrutural mostrada na figura 3, existe na forma de cristais palidos
de cor amarela e tem peso molecular de 103,10 g/mol. Possui alto poder
carcinogénico, mutagénico e teratogénico, sua toxicidade €& devido a sua
capacidade de transferir um grupo metil para as bases dos acidos nucléicos e

estd classificado no grupo 2B (provavel carcinbgeno humano) segundo a IARC.
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Figura 3: Formula estrutural do N-Nitroso-N-Methylurea, MNU.

Os animais tratados com MNU receberam 1ml para cada 100g de peso do
animal de uma solugdo de MNU diluido em NaCl na concentragao de 50mg/Kg,
administrada via intraperitoneal uma vez, e a coleta do sangue periorbital foi

realizada trés horas apés administrada a dose de MNU.

3.3 Processamento e coloragéao

Foram preparadas laminas com sangue coletado segundo o protocolo
abaixo.

O teste do cometa sera desenvolvido segundo protocolo de Singh et al
(1988) com modificagdes (Nadin, 2001; Hartmann e Speit, 1995; Fukumasu et
al., 2006).

Todo o procedimento do ensaio do cometa foi realizado sob baixa
luminosidade devido a foto sensibilidade dos reagentes. Em resumo, laminas
histolégicas foram mergulhadas em gel de agarose mantido em banho-maria a
60°C e, apoOs remocdo do excesso com papel-toalha, secas em temperatura
ambiente e em posi¢cao horizontal.

Amostras de sangue periférico dos animais testados foram coletadas do
plexo venoso periorbital com tubo microcapilar. Apos coleta, o material foi
transferido para um microtubo identificado. Este material foi misturado com
agarose Low Melting Point 0,5% e PBS livre de Ca™ e Mg"". Uma aliquota de
cada tubo foi aspirada para preparo de esfregacos individuais sobre as laminas
previamente revestidas de agarose normal. Para adesao adequada das células
a agarose, as laminas foram mantidas em geladeira por cinco minutos.

A seguir, realizou-se a lise das células por 24h e dentro da geladeira, com

detergentes (n-lauroil sarcosinato, SIGMA) e altas concentracdes de sais
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(EDTA, NaCl, Tris, Dimetilsulfoxido e Triton X-100) para ruptura das
membranas e liberagdo do DNA. A eletroforese foi realizada em condigbes
alcalinas (pH>13) com solugdes de EDTA (1ImM) e NaOH (300mM). A
neutralizagdo desses alcalis foi feita com solucéo de tamp&o Tris (Invitrogen).

A coloracdo foi realizada com prata pelo método descrito por Nadin,
(2001) e (Fukumasu et al., 2006). Para tanto, misturou-se em uma cubeta
32mL da solucdo A (50gNa,Cos g.sp. 1000mL de H20 bidestilada), e 68mL da
solucdo B (0,2g de NH;NO3, 0,2g de AgNOgs, 1g de acido silicotungsténico,
500uL de formaldeido, g.s.p. 1000mL de agua bidestilada) por um minuto.

Ao término da coloracdo, as laminas foram lavadas por cinco minutos em
solucao finalizadora (1 mL de &cido acético g.s.p. 100 mL de agua bidestilada)

e depois em agua bidestilada por um minuto.

4.4 Padronizacdo da aquisicao das imagens

Uma etapa importante para a analise de imagem € a padronizacdo do
método de captura, armazenamento, correcdo dos defeitos (como iluminacéo
ndo-uniforme, ruidos eletrénicos), aumento da imagem, segmentacdo de
objetos da imagem.

A captura da imagem ¢é feita através de uma camera que converte o sinal
analégico (imagem) em uma informagdo digital (numérica). Essa informacao
digital é representada por valores de cinza que indicam o brilho de cada ponto
dentro da imagem, que € denominado pixel (Oberholzer 1996).

Neste trabalho utilizamos uma camera fotografica digital Olympus
Camedia C-7070 acoplada a um microscépio Olympus BX41 com aumento de
40x, iluminacao cinco.

As fotografias sequenciais foram adquiridas em modo manual, ISO 100,
resolucdo de 1024x768 pixels, 24 bits de cor, densidade de 72 dpi, velocidade
do obturador de 1/2000, F 4.8 em Zoom maximo, e armazenadas em arquivos
tipo TIFF.

O protocolo fotografico empregado resultou em uma escala de 6,29 pixels
por micrometro.

Os cometas corados pela prata foram fotografados a partir das laminas
provenientes dos grupos controle positivo e negativo, foram selecionadas 50

células para proceder a analise do teste do cometa.
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O processo de selecdo das células foi realizado pela pesquisadora
principal e compreendeu o rastreamento das laminas (movimento continuo do
topo para a base da lamina) (McCarthy et al. 1997), até o encontro de
estruturas bem formadas e isoladas no campo, onde foram documentadas
fotograficamente, até a conclusao de 10 unidades para cada classe visual.

As imagens dos cometas foram classificadas conforme o comprimento da
cauda em cinco categorias que correspondem as seguintes gravidades de
danos no DNA: 0 = sem danos (<5%); 1 = baixo nivel de danos (5-20%); 2 =
médio nivel de danos (20-40%); 3 = alto nivel de danos (40-95%); 4 =
totalmente danificados (>95%) (Speit,1995), essa classificacdo € em relacdo ao
comprimento da cauda correspondendo a respectiva gravidade de dano ao
DNA (Figura 2).

4.5 Validacdo do método visual

As imagens dos cometas selecionadas para a analise foram impressas
em papel A4 e submetidas a trés observadores experientes na andlise do
cometa, 0s quais mediram as imagens com a mesma régua transparente. A
partir dessas medidas foi feita a quantificacdo visual do nivel de dano no DNA
das células observadas e entdo classificadas nas cinco categorias
mencionadas acima (Figura 2).

Foi estimada a correlacdo interpessoal das medidas a partir do teste de
correlacado linear e o coeficiente de correlagéo intraclasse, a precisao relativa

das estimativas a partir do coeficiente de variacao.

4.6 Processamento das imagens

As imagens dos cometas fotografadas foram recortadas e pré-
processadas a partir do algoritmo desenvolvido para o software ImageJ 1.38x
(Anexo | - Quadro 1) para analise automatizada e também para analise manual
feita pelos mesmos trés avaliadores. Estes mediram as imagens com a mesma
régua transparente, anteriormente utilizada, e os parametros analisados foram
0S mesmos das imagens nao processadas.

Apés a definicdo da regido de interesse (cometa individualizado), foram
desenvolvidos métodos que envolvem a filtragem por cor, ajuste de contraste,

definicdo de bordas, filtragem, e remocao do fundo a fim de preparar a imagem
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para a segmentacdo e andlise dos parametros. Todos o0s passos do
processamento estdo expostos no Anexo | - Quadro 1, os comandos de macro
utilizados estdo expostos no Anexo | - Quadro 2 e os efeitos visuais do
processamento expostos no Anexo | - Quadro 3.

A filtragem de cor foi selecionada de acordo com o canal (R, G ou B) de
cor que reteve maior informacéao digital, expressa pelo coeficiente de variacao

do histograma de cada imagem.

4.7 Validacdo do método de andlise de imagens

O sistema de analise digital utilizado estimou a quantificagcdo do
comprimento total do cometa, o comprimento da cauda e o momento da cauda
para a validacdo do método digital (Olive, 1989).

Para essa andlise digital as imagens foram processadas por um algoritmo
desenvolvido para o software ImageJ 1.38x (Anexo | - Quadros 4 e 5) que
envolve, ap6s o pré-processamento, a filtragem estatistica espacial (filtros de
mediana e minimo).

Os histogramas dos pixels das imagens processadas foram analisadas
guanto as diferentes variaveis do teste do cometa em planilha do MSExcel
(Figura 4).

40

Gray Value
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Figura 4: Histograma da imagem do cometa 42 processada com algoritmo
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Os parametros medidos pela analise digital foram: a intensidade de cor
em escala de cinza, o comprimento total, da cabeca e da cauda do cometa, e o
momento da cauda.

Os valores lineares estimados pelo sistema de analise digital foram
comparados com as medidas realizadas com régua pelos pesquisadores e a
correlacao dos valores foi estimada pelo teste de correlacéo linear.

Posteriormente, todas as medidas estimadas pelo sistema de analise
digital foram comparadas com a classificacao visual (Figura 2) empregando o

teste de correlacao linear.

4.8 Célculo do Tamanho da amostra

Os autores determinaram uma amostra inicial de 50 unidades baseados
na padronizacdo da literatura que emprega habitualmente essa quantidade
para analise dos testes comparativos (Ribeiro, 2004).

Apoés a selecdo das unidades, aquisicdo, processamento e analise das
Imagens, a amostra foi submetida ao teste de correlagao linear de acordo com
as classes visuais, e o tamanho amostral foi testado para seu coeficiente de

correlacéo, estimando-se um poder de 0,8 e nivel alfa de 0,05.

4.9 Anédlise Estatistica

As medidas obtidas foram testadas quanto & normalidade pelo teste de
Lilliefors.

A tendéncia central das amostras foi expressa como média ou mediana, e
sua dispersao como desvio-padrao ou desvio interquartilico.

A precisdo das medidas foi estimada a partir do coeficiente de variacao.
Os coeficientes de variagdo das imagens dos cometas nos canais R, G e B
foram comparados entre si pelo teste de ANOVA (two way).

As medidas com distribuicdo parameétrica 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
correlacao interpessoal foi estimada pelo coeficiente de correlagéo intraclasse.

A diferenca entre as estimativas dos avaliadores foi estimada pelo teste

de Friedman.
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Foi adotado como significativos valores bicaudais de p<0,05. Para a

analise estatistica foi empregado o software Bioestat 5.0 (Ayres, 2003).
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5. Resultados

As laminas foram coradas pela prata segundo o método descrito por
Nadin et al. (2001), apdés passarem pelo procedimento do teste do cometa
desenvolvido segundo protocolo de Singh et al (1988) com modificacdes
(Nadin, 2001; Hartmann e Speit, 1995; Fukumasu et al., 2006).

Foram selecionadas 50 imagens de cometas, escolhidas pelo processo de
rastreamento das laminas (movimento continuo do topo para a base da lamina)
(McCarthy et al. 1997), para evitar a analise repetida de um mesmo cometa,
sendo somente selecionados os cometas com morfologia bem formada e que
se encontravam isolados.

ApoOs selecdo das imagens, essas foram impressas e submetidas a
analise de trés avaliadores experientes, os seguintes parametros foram
observados: classe dos cometas (0-4), comprimento total do cometa (mm),
comprimento da cabeca (mm) e comprimento da cauda (mm) (Anexo | - Quadro
6).

Os trés analisadores utilizaram a mesma régua transparente para obter as
medidas e para a classificacao visual das imagens utilizaram a seguinte escala:
cometa 0 = sem danos (<5%); 1 = baixo nivel de danos (5-20%); 2 = médio
nivel de danos (20-40%); 3 = alto nivel de danos (40-95%); 4 = totalmente
danificados (>95%) Speit, (1995) (Figura 2), essa classificacdo é em relacdo ao
comprimento da cauda correspondendo a respectiva gravidade de dano ao
DNA.

Os trés avaliadores destacaram que as imagens dos cometas com “sujeira
no fundo” ndo sédo utilizadas para a avaliacdo computadorizada utilizadas por
eles e que também s6 submetem para a analise os cometas bem formados.
Ainda analisam o padrdo “geral” da lamina, com as formas de cometa
predominantes para obter os resultados.

Foi realizada a quantificacéo visual (classificacdo dos cometas - classe 0 a
4) como parametro de correlacédo posterior com as medidas computadorizadas.

Foi realizado o teste de normalidade (Lilliefors) para as estimativas.
Todas as medidas, exceto o comprimento da cauda do avaliador 3 (Cau 3)

mostraram distribuicdo ndo-paramétrica (p<0,01) (Anexo Il - Grafico 1).
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As medidas manuais das imagens ndo-processadas foram expressas em
mediana e estao representadas no Anexo lll — Tabela 1.

Houve alta correlacdo nas estimativas das classificagbes visuais dos
cometas entre os trés avaliadores, com predominancia das classificacbes das
extremidades (0 e 4) (Anexo Il - Tabela 3).

Em todos os parametros avaliados (classificacao visual, comprimento total
do cometa, comprimento da cabeca e comprimento da cauda), apesar de haver
boa correlacdo, as estimativas dos trés avaliadores divergem entre si, nao
apresentando boa concordancia (reprodutibilidade) (Anexo Il - Tabelas 2 e 3).

Foi identificada boa reprodutibilidade somente entre os avaliadores 2 e 3
em relacdo a classificacdo visual (0-4). Ja em relacdo ao comprimento da
cauda do cometa, ndo houve boa concordancia, exceto entre os estimadores
Avl e Av2. Quando observamos as estimativas do comprimento da cabeca, a
nao concordancia ocorre entre os estimadores Avl e Av2; e Av2 e Av3 (Anexo
[l - Tabela 3).

Foi realizada também a medida manual das imagens impressas pelos
mesmos avaliadores, ap0s serem pré-processadas com o software gratuito
ImageJ 1.38x (Collins, 2007) para destacar as caracteristicas do cometas.

As etapas de processamento da imagem para a obtencdo das medidas
manuais estdo representadas no Anexo | - Quadro 1 e as figuras desse
processamento no Anexo | - Quadro 3, para a execugéo desse processamento
foi criada uma Macro que automatiza o processo apés a selecédo da area de
interesse (Anexo | - Quadro 2).

Um dos passos do processamento da imagem foi a escolha da filtragem
da imagem pelo canal de cor “RED” (canal R — Anexo | - Quadro 3-C). Este
canal € o que apresenta o maior coeficiente de variacdo dos histogramas de
cor dos cometas processados, sendo, portanto o canal que reteve mais
informacéo digital (p<0,01 ANOVA “two way”) (Anexo Il - Grafico 2).

Os parametros avaliados foram os mesmos analisados nas imagens nao
processadas e para essas medidas também foi utilizada a mesma régua
transparente, e a mesma escala para a classificacdo visual (classe de 0-4)
(Anexo Il - Tabela 4).

O teste de normalidade (Lilliefors) também foi aplicado para os dados

obtidos das imagens processadas. Todas as medidas, exceto o comprimento
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da cabeca do avaliador 2 (cb2) mostraram distribuicdo ndo paramétrica
(p<0,01). (Anexo Il - Grafico 3).

Para as medidas das imagens processadas, também foi realizado o teste
de correlacdo de Spearman entre as estimativas dos trés avaliadores (Anexo |l
- Tabela 5).

Foram também comparadas as correlagcdes entre as medidas dos
avaliadores realizadas com as imagens processadas e nao-processadas
(Anexo Il — Tabelas 2 e 5).

Em todos os parametros avaliados (classificacao visual, comprimento total
do cometa, comprimento da cabeca e comprimento da cauda), houve um
aumento na correlacdo entre os avaliadores, apresentando, portanto, uma
melhor concordancia (reprodutibilidade).

Em relacdo a classificagdo visual, houve uma grande concordancia entre
os avaliadores 1 e 2. J4 em relacdo ao comprimento total do cometa, a melhor
reprodutibilidade esta entre os estimadores 2 e 3, mas todas as correlacées
demonstraram valores altamente significativos, assim como as correlagdes do
comprimento da cauda, sendo a maior, a entre os avaliadores 1 e 3. As
correlacdes do comprimento da cabeca dos avaliadores 1 e 2, e 1 e 3 néo
apresentaram boa concordancia (Anexo lll - Tabela 5).

Também podemos observar que houve uma diminuicdo nas diferencas
entre 0s ranks nos testes que avaliaram as amostras quando comparadas as
avaliagbes sem o processamento (Anexo Il - Tabelas 3 e 6).

Quando comparamos as medidas manuais das imagens ndo-processadas
com as imagens processadas pelo método proposto, observamos um aumento
da precisdo na maioria das medidas, melhorando a reprodutibilidade das
analises (Anexo lll - Tabela 7).

Posteriormente, foram desenvolvidos dois algoritmos de processamento
(I e ) para o software gratuito Image J 1.38x (Collins, 2007). Apés aplicacao
dos algoritmos foram realizadas medidas automatizadas das imagens, essas
estimativas foram comparadas com a média das medidas manuais dos trés
avaliadores apds o pré-processamento (Anexo | - Quadro 3) das mesmas
imagens com o teste de correlacdo Spearman (Anexo lll - Tabela 8 e 9).

O algoritmo 1 utiliza filtragem de mediana no processamento das

imagens e destaque da estrutura central em relagéo ao fundo.
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O algoritmo 2 emprega filtragem estatistica de minimo e de mediana na
individualizag&o do corpo do cometa em relagao ao fundo.

Para a aplicacao dos algoritmos foram criadas macros que automatizam
esse processo (Anexo | - Quadro 7 e 8). Esses algoritmos sdo de cédigo
aberto, e somente devem ser aplicados para o teste do cometa corado com a
prata e para as imagens fotografadas com o mesmo protocolo descrito para
assim obter um bom desempenho na avaliagéo do teste do cometa. As figuras
5 e 6 representam as imagens finais do cometa apds a aplicacdo dos

algoritmos.

Figura 5: Imagem do cometa 42 apds a aplicagdo Figura 6: Imagem do cometa 42 ap0s a aplicacao
do algoritmo | do algoritmo

Nos parametros correlacionados observamos alta correlacdo (R
Spearman>0,8) entre as medidas automatizadas do algoritmo | e a média das
medidas das imagens processadas dos trés avaliadores, principalmente na
comparacao do momento da cauda com classificacdo visual (p<0,01), e entre
0s comprimentos totais (p<0,01) ou os comprimentos das caudas (p<0,01)
(Anexo III - Tabela 8).
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Também foi observada alta correlacdo (R Spearman>0,8) entre as
medidas do algoritmo Il e as médias das medidas manuais das imagens
processadas dos trés avaliadores, principalmente quando comparamos 0S
comprimentos da cauda, os comprimentos total, 0 e momento da cauda com a
classificacéo, (p<0,01) (Anexo Il - Tabela 9).

Em ambos os algoritmos (I e 1), podemos observar uma baixa
correlacdo do comprimento da cabeca com as medidas manuais processadas,
por outro lado, esse mau desempenho também foi observado nas medidas
manuais, quando correlacionadas as estimativas dos trés avaliadores. Houve,
porém, uma melhor correlacdo com o algoritmo Il (Anexo Il — Tabelas 2, 5, 8 e
9).
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6. Discussao

As laminas do teste do cometa podem ser coradas tanto pela prata como
por uma coloracdo de fluorescéncia. A coloracdo de prata oferece algumas
vantagens sobre a fluorescéncia, como a possibilidade de armazenamento das
laminas sem a perda da coloracdo, podendo, portanto ser novamente
analisadas ap6s algum tempo e também tem a vantagem da analise das
laminas ser realizada em um microscépio de luz convencional, o que facilita o
emprego dessa coloracdo por muitos laboratorios convencionais. A coloracéo
de fluorescéncia também é altamente toxica e mutagénica podendo causar
sérios problemas quando em contato com o pesquisador biomédico.

O método de analise do teste do cometa corado com a prata ainda nao
foi padronizado, mas estudos anteriores mostram que os resultados da andlise
das duas coloragcdes quando comparadas sao equivalentes (Nadin 2001),
sendo, portanto a coloracdo de prata uma alternativa valida para o teste do
cometa, havendo a necessidade de uma validacdo do método de analise
automatizado.

Neste estudo comparamos as medidas dos parametros do cometa
realizadas nas imagens ndo-processadas e processadas dos trés avaliadores,
e observamos que h& uma variabilidade nas estimativas manuais dos
avaliadores e que com o0 pré-processamento da imagem essa variabilidade
diminui, pois ocorre uma melhora na correlagdo entre eles, aumentando a
reprodutibilidade dos resultados.

Esses resultados sugerem que o processamento digital prévio € uma
rotina valida na reducéo da subjetividade da analise do cometa, aumentando
sua precisao e capacidade de deteccdo de danos mais discretos ao DNA.

Realizamos também a anadlise digital das mesmas imagens, ap0s o
processamento delas com dois algoritmos. O algoritmo Il, que empregou 0s
filtros de “minimo” e “mediana” apresentou melhor desempenho que o
algoritmo I, com apenas filtro de “mediana”’. Esse processamento das imagens
melhora a analise do histograma gerado, como observado no Anexo | — Grafico
9.
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As medidas automatizadas pelos algoritmos desenvolvidos
demonstraram alta correlagdo com os parametros medidos manualmente apos
0 processamento das imagens, como também demonstrado em estudos
descritos anteriormente (Collins 1997). A partir das medidas automatizadas
obtivemos a vantagem de reduzir a subjetividade da andlise feita pelos
avaliadores, 0 que sugere seu emprego em pesquisas que utilizem o teste do
cometa corado pela prata.

O baixo custo operacional, a possibilidade de armazenamento das
laminas, a relativa seguranca dos reagentes, a facilidade de analise em
microscopios de luz convencionais e a equivaléncia dos resultados do teste do
cometa comparados a técnica classica de fluorescéncia, sdo argumentos que
fortalecem o emprego da coloracao pela prata na analise do teste do cometa.

A pigmentacdo escura da coloracao pela prata e a grande quantidade de
residuos (sujeira) depositados na lamina dificulta o processo de segmentacao
digital do cometa e a avaliacdo convencional pelos softwares de analise de
imagem.

O desenvolvimento de algoritmos que filtrem as particulas, nédo
agrupadas ao cometa, consiste na maior dificuldade do emprego de sistemas
de analise automatizados.

Os sistemas automatizados geram um grande numero de parametros, 0os
mais empregados na pesquisa cientifica sdo: comprimento da cauda, % de
DNA na cauda e o momento da cauda.

O comprimento da cauda tem a desvantagem de n&o apresentar
linearidade com a dose das substancias-teste, atingindo um limite maximo de
aumento mesmo que o dano no DNA continue crescendo. O momento da
cauda também nédo apresenta linearidade de dose-resposta, e ndo possui uma
formula padronizada, universalmente aceita, possuindo varias maneiras de ser
calculado. Neste estudo, inclusive, foi utilizado mais de um modo de calculo
(Collins, 2008; Dehon, 2007).

J4 a % DNA na cauda é um parametro que varia de forma linear com a
frequéncia de quebra no DNA e também se mostra Gtil para a comparacéo de
resultados internos ou entre laboratérios diferentes (Collins, 2008; Dehon,
2007).
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Um dos parametros utilizados neste estudo foi a relacdo % de DNA na
cauda pela % de DNA total no cometa para a comparagdo com o método
manual, onde foi obtido alta correlagdo entre as técnicas, apresentando,
portanto algumas vantagens e mais confiabilidade em sua escolha, ainda que,
gquando comparados, outros parametros possam apresentar valores de
correlacao ainda mais altos (Collins, 2008; Dehon, 2007).

Métodos objetivos de analise quantitativa também colaboram no
“cegamento” dos resultados, j4 que as imagens avaliadas subjetivamente pelo
pesquisador podem sofrer interferéncia, ainda que inconsciente, do desejo de
resultados positivos.

Por outro lado, métodos objetivos de estimativa de parametros no teste
do cometa ndo sao suficientes para garantir resultados confidveis de
genotoxicidade.

O tratamento do material biolégico, a preparacdo dos espécimes, a
técnica de coloracao, o rigor do protocolo da microeletroforese, a padronizacéo
da captura fotogréfica e, principalmente a metodologia de sele¢do dos cometas
sdo elementos que interferem no resultado numérico das analises.

O presente estudo identificou grande dificuldade na filtragem das
imagens com “sujeira” no fundo da lamina, assim como um grande numero de
células agrupadas ou com alteragcdes na formacao da estrutura do cometa.

E certo ainda que o maior grau de “selecdo” dos cometas implica em
interferéncias na aleatoriedade da amostragem, principalmente quando o
pesquisador conhece as substancias testadas em cada lamina.

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

A coloracéo concomitante de todo o experimento com a mesma solucao
de corante, o uso simultaneo de controles positivo, negativo e doses diferentes
da substancia-teste, o “cegamento” dos pesquisadores que capturam as
imagens, assim como um pré-teste com analise visual, sdo formas de
confrontar a qualidade do experimento que sera analisado pelo método objetivo

automatizado.
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Enfim, resultados de dano ao DNA identificados pelo teste do cometa
podem néo representar dano a sistemas biolégicos quando testados “in vivo”,
ja que existem sistemas de protecdo, reparo do DNA e apoptose celular
envolvidos no processo. Pequenas diferencas observadas, ainda que
detectadas estatisticamente, indicam essa tendéncia.

Dessa forma, a alta sensibilidade diagndstica do teste do cometa deve
ser avaliada cuidadosamente, ponderada segundo o comportamento de varias
variaveis, que devem ter comportamento gradual de acordo com a
concentracdo da substancia testada e correlacdo direta com as medidas
visuais.

Novos estudos contemplando a metodologia de coloragao pela prata e
fluorescéncia dos mesmos espécimes, analisadas pelos diferentes softwares
devem corroborar para o uso desse algoritmo em larga escala na pesquisa de

genotoxicidade usando o teste do cometa.



37

CONCLUSAO
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7. Conclusao

Foi desenvolvido e validado um sistema de andlise de imagem digital
para avaliacdo quantitativa do teste do cometa corado pela prata.

As estimativas manuais dos parametros do teste do cometa tiveram
certa variabilidade, que foi reduzida apds o pré-processamento da imagem,
revelando-se um método Util para aumentar a reprodutibilidade dos resultados.

Foi observada alta correlacéo entre as medidas estimadas pelo sistema
e as medidas manuais pré-processadas com a vantagem de reduzir a
subjetividade da analise feita pelos avaliadores e aumentar a precisdo das
amostras. Esses resultados sugerem o emprego da analise digital em
pesquisas que utilizem o teste do cometa corado pela prata, o que € facilitado
ainda mais pela gratuidade do software utilizado e pelo uso de microscépio de
luz convencional.

Para a completa validacdo do sistema de analise de imagem digital
desenvolvido ainda seria de grande valia um estudo comparativo utilizando
diferentes concentragbes do carcinégeno. Assim como a comparacao desse
sistema automatizado com outros sistemas disponiveis para a avaliagdo da
fluorescéncia.

Os algoritmos empregados séao de codigo aberto, e somente devem ser
aplicados para o teste do cometa corado com a prata e para as imagens

fotografadas com o mesmo protocolo descrito.
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ANEXOI-QUADROS




8. Anexo | — Quadros

Quadro 1: Rotina de processamento das imagens.
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Quadro 2: Macro que automatiza o pré-processamento da imagem.

Macro "Prepara a imagem [a]" {
run("Invert");

run("Crop");

run("Enhance Contrast", "saturated=0.5");
run("RGB Split");

close();

close();

run("Fire");

}

41
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Quadro 3. Efeito visual do pré-processamento das imagens do cometa.

A: Selecéo da area de interesse B: Recorte e inversdo da imagem

C: Aumento do contraste e filtragem para o D: Aplicacdo da ferramenta “smooth” e
canal R visualizacdo da “Look up table” do tipo “fire”

1, Slide29.1PG (red)
73061 pivels; Sbit 133K
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Quadro 4: Passos do algoritmo | para obtencdo das medidas da analise digital

emprego do canal R

“Fire”

filtro de mediana

-
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Quadro 5: Passos do algoritmo Il para obtencédo das medidas da analise digital

empreao do canal R

filtro de minimo

filtro de mediana




Quadro 6: Esquema das medidas realizadas pelos avaliadores

Comprimento Comprimento
da cabega da cauda

<& »
< L]

v

A
v

Comprimento total




Quadro 7: Macro que automatiza a aplicacdo do algoritmo |

macro "Prepara a imagem [1]" {
run("Invert");

run("Crop");

run("Enhance Contrast", "saturated=0.5");
run("RGB Split");

close();

close();

run("Fire");

run("Median...", "radius=15");

run("Subtract Background...", "rolling=100");
print("Ajuste a linha no eixo do cometa e aperte 2")
makeLine(0, 100, 700, 100);

}

macro "Encontra o centro da cabeca [2]" {
run("Plot Profile");

}

macro "Analise da distribuicdo do DNA [3]" {
run("Select All");
run("Plot Profile");

}
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Quadro 8: Macro que automatiza a aplicacdo do algoritmo Il

macro "Prepara a imagem [1]" {
run("Invert");

run("Crop");

run("Enhance Contrast", "saturated=0.5");
run("RGB Split");

close();

close();

run("Fire");

run("Minimum...", "radius=2");
run("Median...", "radius=15");

run("Subtract Background...”, "rolling=100");
print("Ajuste a linha no eixo do cometa e aperte 2")
makeLine(0, 100, 600, 100);

}

macro "Encontra o centro da cabeca [2]" {
run("Plot Profile");

}

macro "Analise da distribuicdo do DNA [3]" {
run("Select All");
run("Plot Profile");

}
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Quadro 9: Fotos do cometa 42 e respectivos histogramas: (A) Sem

processamento; (B) Pré-processamento; (C) Algoritmo I; (D) Algoritmo 1.
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ANEXO II - GRAFICOS




9. Anexo Il — Gréaficos

Grafico 1: Distribuicdo das medidas manuais dos avaliadores.
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Gréfico 2: Distribuicdo do coeficiente de variacdo dos histogramas de cor.
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Gréfico 3: Distribuicdo das medidas manuais das imagens processadas pelos

avaliadores
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ANEXO III - TALELAS
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10. Anexo Il — Tabelas

Tabela 1: Medianas e desvios das medidas manuais dos cometas nao-
processados realizadas pelos avaliadores

Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 3
Mediana DIQ* Mediana DIQ Mediana DIQ
Classificacao 2,0 1,0 3,0 2,0 4,0 2,0
Total 32,0 11,8 33,0 8,5 28,0 11,8
Cabeca 8,0 2,8 10,5 2,8 8,0 2,0
Cauda 24,5 13,0 22,0 10,5 19,5 14,8
* DIQ = Desvio interquartilico
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Tabela 2: Estimativas da correlacdo das medidas dos cometas entre o0s

avaliadores
Correlacao
Avlx Av2 Avlx Av3 Av2x Av3 Coeficiente de Correlacao
Rspearman Rspearman Rspearman Intraclasse
Classificacao 0,80 0,83 0,88 0,14*
Total 0,94 0,89 0,91 0,85
Cabeca 0,33 0,55 0,54 0,34
Cauda 0,92 0,91 0,90 0,62

Todos os valores p<0,01, exceto * p<0,05
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Tabela 3: Estimativas da concordancia interpessoal entre os trés avaliadores

Diferenca entre os ranks (Friedman)
Friedman Av1lx Av2 Avlx Av3 Av2x Av3

Classificacao 37,8* 52,5* 54,0* 1,5
Total 70,4* 31,0* 52,0* 83,0*
Cabeca 38,3* 41,5* 19,0 60,5*
Cauda 26,8* 8,5 48,5* 40,0*

* p< 0,05
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Tabela 4. Medianas e desvios das medidas manuais dos cometas processados

realizadas pelos avaliadores

Avl Av2 Av3
Mediana DIQ* Mediana DIQ* Mediana DIQ*
Classificacao 2,0 1,0 2,0 1,0 3,0 1,8
Total 47,0 10,8 48,0 7,0 45,0 12,8
Cabeca 15,0 4,5 17,0 5,0 12,0 4,0
Cauda 32,5 15,8 31,5 12,0 32,0 16,0

DIQ = Desvio Interquartilico
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Tabela 5: Estimativas da correlacdo das medidas dos cometas entre os

avaliadores (Processado).

Correlacao
Avl x Av2 Avl x Av3 Av2 x Av3 Coeficiente de

Correlacao

Rspearman Rspearman Rspearman Intraclasse
Classificacao 0,96 0,69 0,71 0,65
Total 0,87 0,89 0,90 0,93
Cabecga 0,53 0,58 0,82 0,47
Cauda 0,88 0,93 0,92 0,54

Todos os valores p<0,01
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Tabela 6: Estimativas da concordancia interpessoal entre os trés avaliadores

(Processado).
Diferenca entre os ranks (Friedman)
Friedman Av1lx Av2 Avlx Av3 Av2x Av3
Classificacdo  25,27* 2 44 5* 42 ,5*
Total 42,07* 10 50,5* 60,5*
Cabeca 48,67* 47,5* 20,5 68,0*
Cauda 13,71* 36,0* 25,5* 10,5

*p< 0,05
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