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RESUMO

A integracdo entre Patologia Digital (PD), Inteligéncia Artificial (IA) e analise
gendmica representa um novo paradigma na anatomia patolégica moderna,
especialmente em cenarios de recursos limitados. Este estudo teve como objetivo
implementar e validar um fluxo de trabalho em patologia digital, desde a digitalizagao
de laminas histolégicas e citologicas até a aplicagdo de sequenciamento de nova
geragao (NGS), com foco em cancer de pulméo de ndo pequenas células. Foram
realizados dois eixos complementares de investigacao: (1) a implementagao da PD
em um laborat6rio de referéncia no Nordeste do Brasil, com validagao diagndstica por
meio de 384 laminas HE e 99 laminas citoldgicas digitalizadas, o que demonstra alta
concordancia diagnostica (k = 0,96); e (2) a aplicacdo de IA para quantificagao
automatizada da composicgao celular e tecidual em 47 casos de cancer de pulmao, e
a correlacdo entre caracteristicas histologicas, qualidade molecular (DNA/RNA),
variantes genéticas (VAF) e dados gendmicos extraidos por NGS. Observou-se
correlagao significativa entre a quantidade de DNA e o numero de células tumorais (p
=0,59; p < 0,001), bem como entre fibroblastos e concentragdo de DNA (p = 0,57; p
<0,001). A frequéncia alélica de variantes correlacionou-se positivamente com o DNA
(p = 0,41; p = 0,020). A analise do microambiente tumoral revelou maior infiltracao
linfocitica e granulocitica em tumores com alta expressao de PD-L1 (TPS = 50%), o
que sugere perfis imunolégicos distintos. Os resultados validam o uso de IA para
estimativa objetiva da celularidade tumoral e reforcam a importancia da selecéo
morfolégica criteriosa para maximizar o rendimento e a acuracia das analises
moleculares. Esta abordagem integrada, viavel mesmo em contextos com
infraestrutura limitada, pode contribuir para a expansao da oncologia de precisdao em

paises em desenvolvimento.

Palavras-chave: Patologia Digital; Inteligéncia Artificial; Céncer de Pulmao;
Sequenciamento de Nova Geragéo.



ABSTRACT

The integration of digital pathology, Artificial Intelligence (Al), and genomic
analysis represents a new paradigm in modern anatomic pathology, particularly in
resource-limited settings. This study aimed to implement and validate a digital
pathology workflow—from whole slide imaging (WSI) of histological and cytological
specimens to next-generation sequencing (NGS)—uwith a focus on non-small cell lung
cancer (NSCLC). Two complementary axes were explored: (1) implementation of
digital pathology in a reference laboratory in Northeastern Brazil, including diagnostic
validation of 384 HE and 99 cervical cytology slides, which demonstrated high
diagnostic concordance (k = 0.96); an(2) application of Al-based algorithms for
automated quantification of cellular and tissue composition in 47 lung cancer cases
and correlation of histological features, molecular quality (DNA/RNA), variant allele
frequency (VAF), and genomic data obtained via NGS. A significant correlation was
observed between DNA concentration and the number of tumor cells (p = 0.59; p <
0.001), as well as between fibroblast density and DNA concentration (p = 0.57; p <
0.001). VAF was positively associated with DNA vyield (p = 0.41; p = 0.020), but not
with specific cellular composition. Analysis of the tumor microenvironment revealed
higher lymphocytic and granulocytic infiltration in tumors with elevated PD-L1
expression (TPS = 50%), suggesting distinct immunological profiles. These findings
validate the use of Al for objective tumor cellularity estimation and underscore the
importance of histological selection to optimize yield and accuracy in molecular testing.
This integrated approach—feasible even in low-resource settings—may contribute to

the broader implementation of precision oncology in developing countries.

Keywords: Digital Pathology; Artificial Intelligence; Lung Cancer; Next-Generation

Sequencing; VAF.
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1. INTRODUGAO
1.1 Patologia Digital

O termo Patologia Digital (PD) foi introduzido pela primeira vez em 1986 por
Weinstein et. al. (Weinstein, 1986), que pode ser definida como ferramenta de
diagnostico ou de pesquisa realizados a distancia, ou por substituicdo da microscopia
otica por monitor, com Imagens de Laminas Inteiras (Whole Slide Imaging - WSI) por
meio de um link de dados ou repositorio digital em servidor local. Na mesma década,
0s primeiros scanners de laminas digitais tornaram-se comercialmente disponiveis ao
mercado, o que levou a maiores oportunidades de compartilhamento e ensino de
WSIs. Patologia Digital compreende nado apenas a digitalizacdo de laminas por
scanners, mas também o uso de softwares para navegagao e anotagao, algoritmos
de inteligéncia artificial para analise morfolégica automatizada, integragdo com
sistemas laboratoriais e plataformas de ensino, além de aplicagbes em telepatologia,
pesquisa translacional e diagnodstico remoto (Gilks; Prat, 2009; Pantanowitz et al.,
2011a). Essa abordagem tem revolucionado o campo da patologia ao promover
ganhos em padronizagéao, reprodutibilidade, arquivamento, acesso remoto e analise
quantitativa, além de possibilitar a integragdo com dados genémicos e clinicos no

contexto da medicina personalizada.

A digitalizacao de laminas histolégicas € um processo que converte amostras
coradas montadas em laminas de vidro em arquivos digitais de alta resolugéo, o que
permite sua visualizacado e analise em ambiente virtual. O procedimento é realizado
por scanners automatizados que utilizam cameras de alta performance e sistemas
opticos precisos para percorrer toda a extensao da lamina, capturando sucessivas
imagens em campos adjacentes que sao posteriormente reconstruidos em um unico
arquivo continuo (Pantanowitz et al., 2011b). Um aspecto técnico essencial nesse
processo € o controle do plano Z, ou seja, o ajuste da profundidade de foco
(Habermehl; Ko, 2019a; Volynskaya et al., 2018). Como as laminas histoldgicas nao
sao perfeitamente planas e as células podem estar distribuidas em diferentes planos,
0 scanner realiza um mapeamento topografico da lamina e executa o foco dinamico
por campo — chamado de foco por tile — o que garante que cada area esteja em seu
plano focal ideal. Alguns sistemas mais avangados permitem a digitalizacdo com

multiplos niveis de foco (Z-stack), criando imagens tridimensionais navegaveis que
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reproduzem a variacdo de foco do microscopio tradicional. Esse refinamento é
especialmente util para amostras espessas, como esfregagos citologicos, materiais
com sobreposigao celular ou artefatos topograficos (Ahuja; Zaheer, 2025; Carretero-
Barrio et al., 2024; Madabhushi; Lee, 2016a; Pantanowitz et al., 2011a). A qualidade
final da imagem digital depende de varios fatores, entre as quais resolugdo éptica
(geralmente 20x ou 40x), balango de cor, uniformidade de iluminagéo, algoritmos de
reconstru¢ao de imagem e calibragao do sistema. O produto € uma lamina virtual que
pode ser acessada remotamente, integrada a sistemas laboratoriais, analisada por
inteligéncia artificial e arquivada com seguranga, O que promove maior

reprodutibilidade, rastreabilidade e inovagao no diagndstico anatomopatologico.

A PD oferece diversas vantagens para laboratérios de anatomia patoldgica,
impactando positivamente a qualidade diagndstica, a eficiéncia operacional e a
integragdo com tecnologias emergentes (Pantanowitz et al., 2011b). A digitalizacao
de laminas permite maior padronizagao e reprodutibilidade diagnédstica, o que reduz
variagbes inter e intraobservador, especialmente em avaliagbes morfologicas
subjetivas (Hanna et al., 2020). Além disso, facilita o arquivamento e o resgate rapido
de casos, eliminando o desgaste fisico das laminas de vidro e otimizando o espacgo
fisico (Kelleher et al., 2023). A possibilidade de acesso remoto as imagens possibilita
a pratica da telepatologia, o que promove discussdes clinicas multidisciplinares,
segunda opiniao diagnostica e atuacao colaborativa entre instituigdes (Rizzo et al.,
2022). A PD também potencializa o ensino e a formagao médica, o que permite o uso

de laminas digitais em plataformas educacionais.

Atualmente, o campo da patologia esta cada vez informatizado, o que alimenta
a evolucéo da tecnologia da PD; desde o uso de Inteligéncia Atrtificial (IA) nas WSis,
desde a contagem de células e identificacdo de atipias celulares (Azam et al., 2021a),
a previsdo de marcadores moleculares por meio apenas de laminas coradas com
hematoxilina e eosina (Prelaj et al., 2024). Esses algoritmos de analises de alta
profundidade detectam milhdes de células de uma unica lamina e tém a capacidade
de célculos morfométricos extensos e minuciosos com variaveis nao detectaveis pelo

humano.

E inegavel o fato de que a PD aponta para a disruptura da patologia
diagndstica, principalmente no uso de softwares de analise digital. Esses softwares
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tém grande potencial para resolver o problema de confiabilidade e variabilidade na
analise por meio de laminas fisicas (Shafi; Parwani, 2023). Uma vez treinados, os
algoritmos conseguem fornecer resultados consistentes, uma vez que os dados de
entrada sdo fornecidos (Al-Janabi; Huisman; Van Diest, 2012; Ibrahim et al., 2020;
Landau; Pantanowitz, 2019). Em 2019, a organizacdo mundial da saude (OMS)
divulgou um documento oficial intitulado “Recomendac¢des sobre intervengdes digitais
para o fortalecimento do sistema de saude”, reconhecendo que a inteligéncia artificial
e as tecnologias digitais tém potenciais para oferecer possibilidades ilimitadas para

avancar na gestao e nas conquistas da saude (Organizagcao Mundial da Saude, 2020).

A Patologia Digital também facilita o compartiihamento de imagens entre
patologistas, o que é especialmente relevante em paises como o Brasil, onde ha
pouco mais de 3.800 patologistas registrados — apenas 0,8% dos médicos brasileiros
(CFM-Brasil, 2023). No estado do Ceara, por exemplo, existem apenas 114
patologistas (CFM-Brasil, 2023), muitos dos quais ndo atuam diretamente com
patologia cirurgica. Assim, a PD pode representar uma estratégia efetiva para superar
as limitagdes de disponibilidade de especialistas em regides com poucos recursos
(Silas et al., 2022a).

O surgimento de tecnologias baseadas em Patologia Digital também tem
catalisado novos modelos para o ensino da patologia, otimizado fluxos de trabalho e
criado oportunidades para o desenvolvimento de ferramentas de analise de imagem
e técnicas avangadas de inteligéncia artificial (Pallua et al., 2020). Embora ainda em
evolugdo, essas tecnologias oferecem solugdes inovadoras para a pratica clinica e a
pesquisa; essencial que sejam incorporadas de forma racional, segura e validada nos

modelos atuais de atuagdo em patologia.
1.2 Validagao da Patologia Digital na pratica clinica

A maioria das preparagdes histoldgicas pode ser digitalizada (como laminas
coradas por HE, imuno-histoquimica e coloragbes especiais, por exemplo) (Jahn;
Plass; Moinfar, 2020). No entanto, existem diversas limitagdes para o uso de laminas
escaneadas na pratica clinica de rotina. Tais incluem o tempo necessario para o
diagndstico, a qualidade da imagem gerada, a familiaridade dos patologistas com o

sistema de visualizagao digital, a aceitagdo da tecnologia pelos avaliadores, bem
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como desafios relacionados a sobreposicao celular, a espessura e densidade de
esfregacos, a presencga de células em diferentes planos focais e a interferéncia de
materiais estranhos que podem obscurecer a visualizagao. Além disso, a necessidade
de calibragem periddica dos scanners para garantir a fidelidade da imagem, a
exigéncia de infraestrutura tecnoldgica robusta (como servidores de alta capacidade,
rede estavel e monitores com resolugdo apropriada) e a capacitagdo de pessoal
técnico-operacional para manter os fluxos digitais funcionais representam obstaculos
adicionais a implementacdo plena da patologia digital em ambientes de rotina.
(Donnelly et al., 2013; Hanna et al., 2017).

A validagéo da leitura de laminas coradas com hematoxilina e eosina (HE) e
de preparacgbes citolégicas € um passo fundamental para a adogdo segura da
patologia digital na pratica diagndstica. Diferentes tipos de amostras apresentam
caracteristicas morfologicas especificas que exigem avaliagao criteriosa da qualidade
da imagem digital, da capacidade de focalizagcdo e da fidelidade na reprodugao de
detalhes celulares e teciduais essenciais ao diagnostico (Habermehl; Ko, 2019b). A
interpretacdo morfologica de laminas HE exige imagens com alta resolugao espacial,
que permitam a visualizacao clara de estruturas como contornos nucleares, nucléolos
e limites celulares, bem como contraste cromatico suficiente para diferenciar
adequadamente os componentes celulares e da matriz extracelular. Ja nas laminas
citolégicas, a sobreposicdo celular, a variagdo na espessura do esfregago e a
presenca de artefatos tornam o processo ainda mais desafiador. Por isso, é
imprescindivel realizar estudos de validacido que comparem de forma sistematica os
diagndsticos realizados em laminas fisicas e digitais, assegurando que a acuracia
diagnostica seja mantida e que a nova tecnologia possa ser integrada de maneira

confiavel ao fluxo de trabalho laboratorial.

No contexto do cancer do colo do utero, a validagao da leitura digital de laminas
citolégicas torna-se ainda mais relevante, ao se considerar a importancia do
rastreamento citopatolégico como estratégia central para a detecgcdo precoce da
doenga. Como a citologia cervical, tradicionalmente realizada por meio da analise de
esfregacos em laminas fisicas, envolve a identificagdo de alteragbes sutis em células

escamosas e glandulares, a transi¢c&o para a leitura digital exige comprovagéo de que
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essas alteragdes podem ser reconhecidas com igual precisdo em imagens

digitalizadas.

O céancer do colo do utero, embora amplamente prevenivel e tratavel quando
identificado precocemente, ainda representa uma importante causa de mortalidade
feminina, especialmente em regides com acesso limitado a servicos de saude
especializados (Colpani et al., 2020). A alta prevaléncia de infecgao por HPV na
populagao brasileira torna ainda mais urgente a ampliagao e eficiéncia dos programas
de rastreamento (Colpani et al., 2020). Um dos fatores limitantes para a oferta
nacional dos exames € o numero de profissionais capacitados para avaliar as laminas
e emitir os diagndsticos. Nesse cenario, a digitalizagdo de WSIs e o fluxo de trabalho
digital surgem como propostas para otimizar tempo e espaco (Chain et al., 2019; Kim
et al., 2022). Além de possibilitar maior agilidade na emissdo dos laudos, essa
abordagem contribui para a padronizagdo das anadlises e pode ser integrada a
sistemas de inteligéncia artificial, o que promove um rastreamento mais eficiente,

equitativo e sustentavel do cancer cervical no Brasil.
1.3 Aplicacao de Inteligéncia Artificial na Patologia Digital

Atualmente, diversos modelos de programas baseados em inteligéncia artificial
aplicando machine learning e deep learning mostram resultados promissores na
sensibilidade e especificidade de analises digitais de laminas anatomopatoldgicas
(Madabhushi; Lee, 2016b).

Tais softwares de analise ja mostraram promissores resultados em analises de
regides tumorais (Liu et al., 2017; Wang et al., 2016, 2018) e metastases linfonodais
(Ehteshami Bejnordi et al., 2017) e em preparagdes de citologia (Azam et al., 2021b;
Madabhushi; Lee, 2016¢). A combinagéo de software de analise de imagem a analise
microscopica convencional oferece uma oportunidade de transformar uma avaliagao

tradicionalmente qualitativa em uma analise quantitativa mais sensivel e especifica.

No contexto da pratica clinica rotineira, os patologistas fundamentam seus
diagndsticos histolégicos no reconhecimento visual, na semiquantificagdo e na
integracdo de multiplas caracteristicas morfolégicas das amostras analisadas, ao se
considerar também o contexto da doenga subjacente. O avango das metodologias de

analise de imagem baseadas em inteligéncia artificial (IA) na area de patologia e
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oncologia visam aprimorar a precisdo diagnostica e identificar novas estratégias de

biomarcadores para a oncologia de precisao (Bera et al., 2019).

A integracao desses softwares de IA a patologia digital tem se mostrado uma
ferramenta valiosa no contexto do céncer de pulm&o, especialmente quando
associada a analise molecular por Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS - Next-
Generation Sequencing) (Kludt et al., 2024). Esses algoritmos avangados sao
capazes de identificar e quantificar com precisdo a area tumoral em laminas
digitalizadas, fornecendo uma estimativa mais acurada da celularidade neoplasica
(Bera et al., 2019) — um dado critico para a viabilidade e a sensibilidade dos testes
de NGS. Em amostras pequenas e heterogéneas, como biopsias endobrénquicas ou
puncdes aspirativas, a selecdo manual das areas tumorais pode ser subjetiva e
variavel entre observadores (Madabhushi; Lee, 2016¢). A IA, nesse cenario, atua
como suporte ao patologista, oferecendo maior padronizagdo na selecéo de regides
tumorais, o que reduz o risco de subestimacéo da quantidade de DNA/RNA tumoral.
Essa sinergia entre patologia digital e NGS fortalece a acuracia diagnéstica e o
sucesso na identificacdo de biomarcadores acionaveis, o que contribui diretamente

para a definicdo de terapias-alvo em pacientes com cancer de pulméao.

O céncer é uma doenga genética e resultado do acumulo de mutagdes
somaticas, que vao desde variantes de nucleotideo unico (SNVs), inser¢des/delecdes
(indels) de alguns nucleotideos, até variacbes no numero de copias (CNVs) e grandes
variantes estruturais (SVs) (Awada; Neyns, 2022; Bhai et al., 2023). Devido as
reducdes continuas de custo e aumento no rendimento, o NGS se tornou abordagem
clinica promissora para compreensao e diagnostico do cancer (Bhai et al., 2023).
Portanto, a analise do perfil molecular de tumores tornar-se uma pratica essencial no
diagndstico médico, prognostico e planejamento terapéutico de pacientes com

cancer.

O céncer de pulmao se apresenta como um dos canceres mais comuns no
mundo, com alta taxa de morbidade e mortalidade (Forde et al., 2022). De acordo
com a histologia das células cancerosas, o cancer de pulmao pode ser classificado
principalmente em dois tipos: cancer de pequenas células (CPPC) e cancer de células
ndo pequenas (CPCNP) (Abdelaziz et al., 2018). O CPCNP é o subtipo mais
frequente, representando entre 85% e 90% de todos os casos de cancer de pulméo;
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dentro do CPCNP, existem diversos subtipos histolégicos, como o adenocarcinoma
de pulmao (DALP), o carcinoma escamoso de pulm&o e o cancer de pulmao de

grandes células (Abdelaziz et al., 2018).

A compreensao global da epidemiologia do cancer de pulmao passou por uma
significativa transformac&o, destacando-se o reconhecimento da diversidade da
doenga. Isso significa que o cancer de pulmdo ndo pode mais ser visto de forma
simplista como uma condigdo que afeta exclusivamente homens mais velhos e
fumantes (Bade; Dela Cruz, 2020). O cancer de pulmao nao resulta da transformacéao
repentina do epitelioma brénquico, mas do estagio final da carcinogénese em
multiplos estagios, com alteragdes genéticas e epigenéticas gradualmente crescentes
(Wadowska et al., 2020), o que evidencia que mutagdes sdo uma caracteristica
inerente do desenvolvimento do cancer de pulmao, e sua detecgao tem um significado

tanto no diagndstico quanto no tratamento da doenga.

Antes, a abordagem terapéutica era baseada principalmente no tipo histolégico
(carcinoma de pequenas células ou ndo pequenas células) e no estagio da doenga,
com a quimioterapia como principal recurso (J. Saller; Boyle, 2022). No entanto, com
os avangos da genémica e da biologia molecular, descobriu-se que muitos tumores
pulmonares apresentam alteragées genéticas especificas que podem ser alvo de
medicamentos precisos, inaugurando uma nova era na oncologia: a medicina de

precisao.

Assim, os métodos moleculares se apresentam como fundamentais no
diagndstico e no direcionamento terapéutico do cancer de pulmdo. A
imunohistoquimica (IHQ) é amplamente utilizada para a caracterizagao do tumor, o
que permite a diferenciacdo entre adenocarcinoma e carcinoma de células
escamosas, além da avaliacdo de biomarcadores prognosticos e preditivos. Um
exemplo é a deteccao da expressao de PD-L1, que orienta o uso de imunoterapicos
como inibidores de checkpoint imunolégico (Beasley, 2024). Outra técnica importante
€ a hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH), usada para identificar rearranjos
génicos, como no gene da proteina ALK, presente em uma pequena porcentagem
dos pacientes com adenocarcinoma pulmonar e indicativo de resposta a inibidores de

tirosina quinase (Damuzzo et al., 2025; Solomon et al., 2014).
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Além disso, o RT-PCR (transcrigao reversa seguida de reagdo em cadeia da
polimerase) permite a detecgao de fusdes génicas, como aquelas envolvendo ROS1
e NTRK, também relevantes para a escolha de terapias-alvo (Imyanitov; lyevleva;
Levchenko, 2021). Com a evolugao da gendmica, o NGS tornou-se essencial para a
analise abrangente do perfil molecular do tumor, o que permite a detecgao simultanea
de multiplas altera¢des genéticas em genes como EGFR, KRAS, BRAF, MET e TP53,
além de avaliar a carga mutacional do tumor (TMB) e a instabilidade de
microssatélites (MSI), que também podem influenciar a escolha do tratamento
(Imyanitov; lyevleva; Levchenko, 2021; J. Saller; Boyle, 2022; Wadowska et al., 2020).

A escolha do método depende da necessidade clinica e da disponibilidade da
amostra de tecido e o NGS é a abordagem mais abrangente para identificar
alteragbes genéticas acionaveis e personalizar o tratamento do cancer de pulméao,

otimizando as chances de resposta e melhorando o progndéstico dos pacientes.

Enquanto os testes moleculares tradicionais focam na analise isolada de
mutacdes especificas desses pacientes, o advento do NGS possibilita a avaliagao
simultanea de painéis de multiplos genes. Isso reduz significativamente os custos dos
testes e de tempo de resposta, com estudos recentes que demonstram a eficacia da
tecnologia na caracterizagdo molecular de diversos tipos de cancer (Ettinger et al.,
2021); as abordagens médicas atuais para pacientes com tumores em estagio
avangado para alguns tipos de cancer podem envolver tratamento com terapias-alvo
que podem demonstrar uma melhor sobrevida (Benson et al., 2021; El-Deiry et al.,
2019; Hanahan; Weinberg, 2000).

A implementagdo de protocolos padronizados para triagem genbémica tem
proporcionado impactos significativos no manejo de pacientes oncoldgicos (Ettinger
et al., 2021), e o perfil molecular tornou-se indispensavel para quase todos os casos
de tumores solidos metastaticos. As metodologias e diretrizes para essa pratica estao
em constante revisdo, acompanhando o surgimento de novas tecnologias e
biomarcadores de importancia clinica. Entretanto, a escolha entre painéis
direcionados a doencas especificas ou painéis abrangentes representa um desafio,
ao se considerar fatores como custo, tempo de resposta e otimizag¢ao de recursos em
diferentes contextos clinicos (Nakagawa; Fujita, 2018), principalmente em ambientes

de baixo recurso.



21

A utilizagdo de amostras fixadas em formol e embebidas em parafina (FFPE)
€ uma pratica padrdo na patologia diagndstica, o que garante a preservagado dos
tecidos para analises posteriores (Berrino et al., 2020). No entanto, essas amostras
apresentam desafios especificos para o NGS, principalmente devido a degradacgao e
fragmentacdo do DNA e RNA induzidas pelo processo de fixagdo. A qualidade do
material extraido € um fator critico que impacta a eficiéncia do sequenciamento e a

interpretacao dos resultados (Berrino et al., 2020).

Entre os desafios técnicos associados ao uso de blocos de parafina, a extragcéao
de acidos nucleicos integros € um dos mais relevantes. O tempo de fixagéo, a
qualidade do formol utilizado e as condicbes de armazenamento influenciam
diretamente a integridade do DNA e RNA (Berrino et al., 2020). Métodos otimizados
de extragdo, purificagdo e quantificacdo sao fundamentais para garantir um
rendimento adequado para o sequenciamento. Estratégias como a amplificagdo de
alvos especificos, uso de painéis de genes otimizados para amostras degradadas e
a bioinformatica avancada para correcdo de artefatos séo frequentemente

empregadas para contornar essas limitacoes (Salgkamis et al., 2024).

A analise de amostras de cancer de pulméao de ndo pequenas células (CPNPC)
através de NGS em tecidos FFPE requer rigorosa quantificagdo da frequéncia alélica
de variantes (VAF) e profundidade de reads para garantir resultados clinicamente
confiaveis. A deteccdo eficaz de mutagdes com frequéncia alélica =25% exige
cobertura >500x (Jiang et al., 2020) e € essencial a caracterizagdo precisa da
celularidade tumoral nas laminas histologicas, uma vez que o VAF representa a
porcentagem de reads que correspondem a uma variante especifica dividida pela
cobertura total naquele locus (Strom, 2016). A implementacgéao de inteligéncia artificial
na patologia digital tem revolucionado essa abordagem, o que permite diagndsticos
mais rapidos, de maior qualidade e precisao através de algoritmos avangados de |A
e técnicas de diagndstico assistido por computador (Shafi; Parwani, 2023). Sistemas
de IA aumentam a revisdo histopatoldgica por meio de analise de imagem para
otimizar o rendimento de DNA de laminas FFPE (Osinski et al., 2022), facilitando a
identificagdo automatizada de areas tumorais e a estimativa da pureza tecidual. Esses
parametros s&o cruciais para a interpretacdo adequada dos valores de VAF. Isso
assegura que os reads de NGS reflitam fidedignamente o perfil molecular do tumor.
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Os fatores pré-analiticos impactam diretamente a qualidade das analises
moleculares no cancer de pulmao. A isquemia fria deve ser minimizada para evitar
degradacao do RNA e DNA, o tempo de fixagdo em formol deve ser entre 6 e 48 horas
para preservar a integridade molecular, a descalcificagdo com agentes agressivos
compromete acidos nucleicos e proteinas, afetando testes como IHQ e NGS, além
disso, blocos de parafina armazenados por longos periodos podem sofrer degradagao
(Bass et al., 2014a). A selegdao da amostra deve priorizar regides com boa
representatividade tumoral, evitando areas extensas de necrose e fibrose (Souza da
Silva et al., 2022b). Métodos como macrodissec¢do e microdissecgdo aumentam a
sensibilidade dos testes, o que garante resultados mais precisos para o0 manejo

clinico.

Diferentes métodos de bidpsia podem modificar a quantidade e a integridade
do DNA e do RNA disponiveis para a analise, bem como a propor¢ao de células
tumorais na amostra (figura 1). A otimizagdo dos protocolos de coleta, fixacdo em
formol, inclusdo em parafina e extracdo de DNA e de RNA ¢é essencial para garantir
resultados confiaveis, o que permite uma melhor aplicacao da medicina de precisao

no cancer de pulmao.

Figura 1: Disponibilidade de tecido de interesse em diferentes tipos de

amostras de cancer de pulméao.

Grande Média Pequena Minascula

>70 mm? 20 a 70 mm? 10 a 20 mm? <10 mm?

Marcagao parcial da area de Marcagéo parcial buscando Uso de todo o tecido para Uso de todo o tecido e, se
interesse, evitando regies de regiées com maior densidade extragdo, quando possivel, disponivel, de material

estroma e necrose. tumoral. removendo &reas de necrose e adicional.
estroma.
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Legenda: As amostras foram categorizadas em quatro grupos com base na area tumoral mensurada:
Grande (>70 mm?), com marcagéo parcial evitando estroma e necrose; Média (20-70 mm?), com
marcagao parcial priorizando regides tumorais densas; Pequena (10-20 mm?2), com uso de todo o
tecido disponivel, excluindo areas de necrose e estroma quando possivel; e Mindscula (<10 mm?), com

uso integral do tecido e de material adicional, quando disponivel.

Estudos mostrando o uso bem-sucedido de NGS na identificacdo de mutagdes
de malignidades hematoldgicas, tumores solidos e espécimes citologicos sao
esparsos na discussao de fatores pré-analiticos ou de requisitos minimos de tecido
que podem influenciar a taxa de sucesso de NGS (Goswami et al., 2016). Além disso,
uma proporgao consideravel de espécimes de tumores sélidos € obtida por bidpsias
pequenas (bidpsias por agulha) ou por aspiragdo por agulha fina (PAAF), e a
quantidade de tecido disponivel para analise de NGS é frequentemente limitada

(figura 2).
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Figura 2: Processo geral do fluxo do material, desde a coleta até a analise

molecular.
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Apesar dos desafios, o NGS aplicado a amostras de FFPE apresenta
vantagens significativas. A possibilidade de avaliar simultaneamente multiplas
mutacdes, fusbes génicas e variagdes no numero de copias permite uma
caracterizagao abrangente do perfil molecular tumoral (Noji et al., 2022). Além disso,
a ampla adogado desse método na pratica clinica impulsionou o desenvolvimento de
protocolos validados que aumentam a confiabilidade dos resultados, possibilitando a

tomada de decisdes terapéuticas mais precisas (Hunt et al., 2025; Roy et al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

A presente proposta esta estruturada em trés eixos complementares: (1)
implementacgao da Patologia Digital em um laboratério de anatomia patoldgica situado
em contexto de recursos limitados, enfrentando desafios tecnoldgicos, operacionais
e estruturais; (2) validagdo da acuracia diagnédstica da leitura digital em comparagao
a analise convencional de laminas fisicas, com foco em amostras histopatoldgicas,
citopatoldgicas e genbmicas; e (3) aplicagao da tecnologia integrada a ferramentas
de inteligéncia artificial e ao NGS, visando otimizar a selegao de areas tumorais e
qualificar a interpretacdo molecular no contexto do cancer de pulmao, o que contribui

para a consolidagéo da patologia de preciséo.
2.1 Implementacgao da Patologia Digital

A constante evolugdo das tecnologias diagnodsticas tem impulsionado
transformacgdes significativas na pratica da anatomia patoldgica, especialmente com
o advento da PD. Essa abordagem, baseada na digitalizagao de laminas histoldgicas
por meio de sistemas de varredura, viabiliza a analise de imagens em alta resolugao
em ambientes digitais, o que promove avangos em termos de acessibilidade,
reprodutibilidade e integragdo com ferramentas computacionais, entre os quais
algoritmos de inteligéncia artificial. No entanto, no contexto brasileiro —
particularmente em regides com recursos limitados —, a adog¢ao da PD ainda é
incipiente, em razao de barreiras estruturais como o alto custo dos equipamentos, a
necessidade de infraestrutura tecnoldogica robusta e a escassez de protocolos
padronizados e validados. Apesar desses desafios, a implementacdo da PD
representa uma oportunidade concreta de modernizagéo, possibilitando otimizagao
dos fluxos laboratoriais, ampliagao do acesso a segunda opinido diagndstica, atuagao
remota de patologistas e integragdo com areas emergentes como a gendmica e a

medicina personalizada.

2.2 Validagao da Patologia Digital

Diante da crescente adocdo da PD, torna-se essencial validar sua
aplicabilidade em condicbes reais de pratica laboratorial, especialmente em
ambientes de recursos restritos. Neste estudo, propde-se a implementagdo e
avaliacao da Patologia Digital em um laboratério de anatomia patoldgica, com foco

em analises histopatoldgicas, citopatoldgicas e genémicas. O objetivo € comparar a
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acuracia diagnostica da leitura digital frente a microscopia optica convencional,
explorando também os limites e beneficios da tecnologia quanto a aspectos
operacionais, técnicos e econdmicos. A validacdo da PD em cenarios como esse €
fundamental para garantir a confiabilidade diagndstica, promover a adeséao
institucional e oferecer subsidios para a expanséo segura da tecnologia no sistema

de saude.

2.3 Aplicagao da Patologia Digital e Patologia Molecular

Para além da digitalizacdo em si, a Patologia Digital oferece um campo
promissor de aplicagdo quando integrada a genémica e a inteligéncia artificial. Essa
convergéncia é especialmente relevante no cancer de pulmé&o, uma neoplasia de alta
mortalidade, marcada por ampla heterogeneidade histolégica e molecular. O avango
das terapias-alvo e da imunoterapia nas ultimas décadas tornou imprescindivel a
caracterizagado gendmica dos tumores e o sequenciamento de nova geragao (NGS) é
uma ferramenta essencial para a identificacdo simultdnea de multiplas alteracdes com
valor diagnéstico, progndstico e preditivo. Nesse cenario, a integragao entre a analise
morfolégica assistida por IA e a genotipagem molecular configura uma estratégia
inovadora para padronizar a selecdo de areas tumorais, aumentar a eficiéncia da
analise e qualificar a interpretacdo dos dados gendmicos. A incorporagdo de
ferramentas automatizadas para caracterizagao celular quantitativa visa aprimorar a
selecdo de amostras e reduzir a variabilidade interobservador, o que promove uma
abordagem diagndstica mais robusta, reprodutivel e alinhada ao modelo da medicina
de precisao. Além disso, sua viabilidade em contextos com recursos limitados pode
representar um avango concreto na democratizagcdo do acesso a oncologia de

precisao no Brasil.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Implementar e avaliar a Patologia Digital em um laboratério de anatomia
patolégica, integrando-a as rotinas diagnésticas e a analise genémica, com foco na

acuracia, aplicabilidade e potencial de ampliar o acesso a diagndsticos de qualidade.

3.2 Objetivos Especificos
i. Descrever o processo de implementacédo da Patologia Digital (PD) em um
laboratério localizado no Nordeste do Brasil;

ii. Investigar os impactos da digitalizagdo de laminas na rotina laboratorial,
bem como a otimizag¢ao do fluxo de trabalho;

iii. Avaliar os critérios de controle de qualidade aplicados as laminas
digitalizadas, bem como as ag¢bes corretivas realizadas para garantir
imagens de alta qualidade e diagndsticos consistentes.

iv.  Avaliar o desempenho do escaneamento digital de laminas coradas com
hematoxilina e eosina (HE) e laminas citoldgicas cervicais (Papanicolau),
por meio da mensuracao da qualidade técnica das imagens obtidas;

v. Investigar o nivel de confianga dos avaliadores na interpretacao de laminas
digitalizadas, por meio de uma escala de pontuagao e correlacionando com
o tempo de diagndstico.

vi. Caracterizar a composicdo celular das amostras, quantificando células

tumorais e ndo tumorais;

vii.  Correlacionar a propor¢ao de células tumorais (identificadas por IA) com a
quantidade de DNA/RNA extraido;
viii.  Avaliar a relacao entre a proporcao de tecido tumoral e a frequéncia alélica

de variantes (VAF);

ix. Investigar o impacto de fibrose, inflamag¢do e necrose na qualidade das
analises de NGS;

x.  Verificar se o tipo de procedimento (bidpsia vs. pega cirurgica) influencia a
concentragdo de material genético e o sucesso do sequenciamento;

xi.  Analisar a associagao entre a porcentagem tumoral e o numero de reads
obtidos no NGS.
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4. HIPOTESE

A implementagao da Patologia Digital (PD) em um laboratério com recursos
limitados permite a realizagao de diagndsticos mais rapidos e confiaveis, com niveis
de concordancia comparaveis aos das laminas fisicas. A aplicacdo subsequente de
inteligéncia artificial (IA) contribui para uma estimativa mais precisa da celularidade
tumoral, impactando positivamente na qualidade e no rendimento das analises

moleculares por NGS.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Validagao de imagens de laminas inteiras de HE

As diretrizes do Colégio Americano de Patologistas (CAP) recomendam um
minimo de 60 ldminas coradas com hematoxilina e eosina (HE) e pelo menos 20
ldminas adicionais para cada técnica auxiliar. Para garantir uma avaliagao imparcial
pelo mesmo avaliador (periodo de “washout”), o intervalo entre a comparagao digital
e a comparagao com laminas fisicas deve ser de, no minimo, 2 semanas. Um total de
64 casos com laudos (384 laminas) foi selecionado aleatoriamente dos arquivos do
laboratério de referéncia e utilizado no estudo de validagdo. As laminas foram
escaneadas com ampliagao de 40x e consideradas satisfatérias pelos patologistas.
Esses casos correspondiam a 384 laminas coradas com hematoxilina e eosina, todas
do ano de 2022. Dois patologistas experientes (A e B) participaram do estudo,
diagnosticaram os casos por meio de laminas digitais e, posteriormente, receberam
as mesmas laminas fisicas de forma cega. As laminas fisicas foram agrupadas por
caso, e suas identificacbes (nome do paciente e codigo de barras 2D) foram
ocultadas. Os dados clinicos necessarios dos pacientes estavam disponiveis por meio
de uma plataforma web (Google Forms®). Em seguida, os patologistas receberam as
laminas fisicas e foram encarregados de emitir um diagndstico. Os diagndsticos das
laminas digitais e fisicas foram comparados, e um patologista externo participou da
comparagao dos laudos, realizando a padronizagdo dos diagnosticos. As laminas
digitais utilizadas foram laudadas pelos mesmos patologistas que participaram do

estudo; assim, foram realizadas analises de concordancia interobservador.
5.2 Validagao de imagens de laminas inteiras de Citologia

Um total de 100 Iaminas de citologia vaginal de um laboratério de referéncia no
Nordeste do Brasil foi selecionado retrospectivamente a partir de um banco de casos
diagnosticados com laminas fisicas padrao. Foram incluidas laminas sequenciais com
atipias epiteliais, ou seja, lesdes intraepiteliais escamosas (ASCUS — Atipias de
Significado Indeterminado em Células Escamosas; LSIL — Lesdo Intraepitelial
Escamosa de Baixo Grau; ASC-H — Atipia de Células Escamosas, nao se pode excluir
lesao de alto grau; HSIL — Leséo Intraepitelial de Alto Grau) e laminas sem alteragdes
celulares epiteliais. Dentro de cada grupo, as laminas foram selecionadas

aleatoriamente no mesmo periodo. Esses 100 casos foram digitalizados, e todas as
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imagens das laminas foram disponibilizadas de forma cega para os mesmos
avaliadores que haviam lido as Iaminas fisicas. Os casos foram processados por meio
de preparagao liquida, baseada no sistema SurePath, seguindo procedimentos
padrdao. Cada lamina recebeu uma numeragcdo nao identificavel, cega para os
citotécnicos. Trés citotécnicos experientes participaram da analise por meio de
imagens digitais completas. O diagnostico previamente estabelecido na lamina de
vidro foi considerado o padrdo-ouro. Um patologista experiente participou do

delineamento do estudo e da analise dos dados.

As imagens digitalizadas foram compartilhadas com os avaliadores por meio
de um sistema online, no qual cada citotécnico teve acesso individual aos 100 casos.

As telas utilizadas para visualizagao apresentavam resolugao de 1280 x 1084 pixels.

As laminas fisicas foram avaliadas em um microscépio Olympus CX22®, por
meio de lentes objetivas de 20x e 40x, com ocular de 10x. Todas as laminas que
apresentaram algum grau de atipia celular foram revisadas por um patologista
experiente, e os diagndsticos foram confirmados antes da emissao dos laudos. Os
avaliadores tiveram o prazo de uma semana para realizar a leitura das laminas
digitais. Antes da analise das imagens digitalizadas, os avaliadores passaram por um
treinamento basico no sistema de visualizagéo. Para cada caso, o avaliador preenchia
um formulario no GoogleForms® contendo o diagndstico com base na classificagao
de Bethesda vigente. Ao final da analise, foi gerado um relatério geral. Uma das

laminas apresentou imagem corrompida e, por isso, foi excluida do estudo.

5.3 Digitalizagao das laminas

Todas as laminas foram escaneadas no equipamento MoticEasyScan Infinity
100 (Motic, Vancouver, CA). O scanner € um sistema de digitalizagdo de laminas de
alta performance, projetado para atender as demandas crescentes da patologia digital
em ambientes clinicos e académicos. Equipado com objetivo apocromatico de 20 e
40%, o equipamento atinge resolucdo de até 0,13 um/pixel, o que permite a
visualizagdo precisa de detalhes morfolégicos subcelulares, como nucléolos,
membranas e estruturas citoplasmaticas delicadas. Seu sistema de autofoco em
tempo real, aliado aos modos de varredura com Z-stack e Extended Depth of Field

(EDF), possibilita a digitalizagdo de amostras espessas ou com topografia irregular —
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como esfregagos citologicos ou tecidos com sobreposi¢cédo celular — o que garante
foco uniforme e reprodutibilidade diagnostica. A camera integrada de 12 megapixels,
combinada com iluminagdo LED de alta durabilidade, assegura nitidez, contraste
cromatico e estabilidade de cor ao longo do tempo. O sistema conta ainda com
bandeja automatizada e tecnologia Smart Tray, que organiza as laminas, agiliza o
escaneamento e reduz o tempo de manipulacdo manual. Com alta capacidade de
processamento, o EasyScan Infinity € capaz de digitalizar mais de 1.000 laminas por

semana.

5.3 Aplicagao de IA em amostras de pulmao

5.3.1 Selegao dos casos

Este estudo prospectivo utilizou amostras de tecido de pacientes com cancer
de pulmao de uma unica instituicdo de forma sequencial de 2023 a 2024 e incluiu 47
pacientes. Amostras de tecido tumoral foram coletadas por meio de procedimentos
cirargicos e bidpsias, seguindo protocolos padronizados para fixagdo em formalina e

inclusdo em parafina (FFPE).
5.3.2 Sequenciamento de Nova Geragao

A primeira etapa consistiu na analise do patologista para escolha do bloco com
maior porcentagem tumoral e menos interferentes (necrose, inflamagao ou mucina),
as amostras foram submetidas ao corte histolégico resultando em 6 cortes de dois
micrémetros. Apds o corte, as amostras foram desparafinizadas com xilol e etanol e,
posteriormente, tratadas com enzima proteinase K para viabilizar a degradagéo de
proteinas e exposi¢cao do material genético. A extracdo do DNA e RNA foi realizada
por meio do kit MagMAX™ FFPE DNA/RNA Ultra (Thermo Fisher Scientific), seguindo

as recomendacdes do fabricante.

Apos a extracao, as amostras foram quantificadas por meio de gPCR para
determinar regides amplificaveis de DNA e RNA. A amplificagdo foi realizada
seguindo as etapas: desnaturacdo a 95°C por 3 min e 39 ciclos a 95°C por 10
segundos seguidos de 55°C a 30 segundos. A quantificagao foi realizada com sondas
de hidrolise TagMan com kit personalizavel fornecido pela Thermo Fisher. As

concentragbes de DNA e RNA foram calculadas por regressao linear, por meio de
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curva de calibracdo de DNA (genomic standard, Thermo Fisher) e RNA (HL-60,

Thermo Fisher) com concentra¢des de 50 — 0,01 ng/ul.

O sequenciamento direcionado das amostras foi realizado por meio do lon
Torrent™ Genexus™ Integrated Sequencer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) com o painel (OPA Oncomine ™ Precision Assay GX, (Thermo Fisher Scientific).
O lon Torrent™ Genexus™ é um sistema totalmente automatizado de NGS que
integra as etapas de preparagao da biblioteca, amplificacdo do template,
sequenciamento e analise de dados. Variantes somaticas e transcritos de fusao foram
identificados pelo software lon Reporter, por meio de arquivos BED especificos e
filtros apropriados. As variantes identificadas foram verificadas no Integrative
Genomic Viewer (IGV), versdo 2.3 ou superior, para detectar leituras curtas com
possiveis eventos de erro de pareamento de primers. Para o relatério final, as
sequéncias foram alinhadas com o genoma de referéncia hg19, por meio do software
Oncomine™ Knowledgebase Reporter (Thermo Fisher Scientific). O limiar de
frequéncia de mutagao foi definido em 5%, com profundidade de cobertura mediana

superior a 500X.
5.3.3 Caracterizacao de tecido baseada em inteligéncia artificial

As imagens de HE foram adquiridas e carregadas na plataforma de IA AlSight

Clinical Trials (v3.3.1), um sistema de gerenciamento de WSI baseado em nuvem.

A analise das imagens foi realizada por um sistema de inteligéncia artificial (IA)
integrado a plataforma, responsavel pela caracterizagdo da composicao tecidual das
amostras. Para cada imagem de WSI, a |IA quantificou a porcentagem de tecido total,
tecido tumoral, necrose e estroma. Esses dados foram gerados automaticamente e
disponibilizados para revisao de um patologista. O patologista avaliou os resultados
da IA e classificou a andlise como aprovada ou rejeitada. Nos casos de rejei¢cao, o
sistema realizou uma reanalise automatizada da imagem. Esse processo iterativo
garantiu que a caracterizagao tecidual fosse validada antes da inclusdo dos dados na
analise final do estudo.

A |A utilizada neste estudo emprega algoritmos de deep learning para
segmentacédo e classificagdo de tecidos em laminas digitalizadas. O modelo foi

previamente treinado em um extenso conjunto de imagens anotadas por patologistas,
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0 que permite que a rede neural convolucional (CNN) identificasse padrbes
morfoldgicos caracteristicos de diferentes componentes teciduais. Durante a analise,
a |A processa cada imagem em alta resolugcdo, aplicando técnicas de pré-
processamento, como normalizagdo de cor e ajuste de contraste, para minimizar
variagbes entre as amostras. A segmentagédo é entdo realizada por um modelo de
aprendizado supervisionado, que classifica as regides da lamina como tecido tumoral,
necrose, estroma ou fundo nao tecidual. A IA gera mapas de calor e relatérios
quantitativos com as proporgdes de cada componente, que sao disponibilizados para
revisdo do patologista. Se a analise for rejeitada, a IA pode ajustar seus parametros
ou utilizar modelos alternativos para refinar a segmentacédo, o que garante maior

confiabilidade na caracterizagao tecidual.
5.4 Andlises estatisticas

Para a andlise da concordancia diagndstica entre a leitura digital e a leitura
fisica das laminas citolégicas, foi utilizado o coeficiente Kappa de Cohen. Essa
métrica quantifica o grau de concordancia além do que seria esperado por acaso e €
interpretada conforme os critérios de Landis e Koch: valores de Kappa <0 indicam
auséncia de concordancia; entre 0,01-0,20, concordancia leve; 0,21-0,40, razoavel;
0,41-0,60, moderada; 0,61-0,80, substancial; e 0,81-1,00, quase perfeita.
Adicionalmente, foi construida uma curva ROC (Receiver Operating Characteristic)
para avaliar o desempenho da leitura digital em relacédo ao padrao-ouro (leitura fisica).
O coeficiente de correlagao de Spearman foi utilizada para examinar as relagcoes entre
a composigao celular e o material genético. O teste de Mann-Whitney U foi utilizado
para avaliar a significancia estatistica das diferencas entre grupos. Além disso, curvas
de regressao linear foram geradas para modelar a relagdo entre os dados de
caracterizagdo celular e os dados gendmicos. Foram calculadas estatisticas
descritivas, bem como médias, desvios-padrdo e intervalos de medida, e a
significAncia estatistica foi determinada por meio de testes paramétricos e nao
paramétricos apropriados, por meio do software GraphPad Prism e codigos em
Python executados em ambiente Jupyter Notebook. As analises estatisticas também
foram realizadas por meio dos softwares SPSS Statistics® (versao 25, IBM) e
GraphPad Prism® (versao 10) e considerado estatisticamente significativo um valor
de p < 0,05.
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5.5 Apoio na Redacao Cientifica

Partes deste trabalho foram redigidas com o apoio da ferramenta de
inteligéncia artificial ChatGPT (OpenAl), utilizada de forma ética para revisao
linguistica, organizagao textual e aprimoramento da clareza cientifica, sempre com
curadoria critica do autor, além de servir como suporte ao leiaute para os graficos.
Todo o conteudo técnico, analitico e interpretativo reflete exclusivamente a autoria e

responsabilidade do pesquisador.
5.6 Etica

O estudo recebeu aprovacdo do comité de ética institucional. Todos os
pacientes forneceram termo de consentimento informado para a coleta e analise das

amostras.

CAAE: 86254625.1.0000.5049
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6. RESULTADOS
Os resultados deste trabalho se desdobram em trés frentes complementares
(tabela 1):

Tabela 1: Sintese de apresentagdes dos resultados.

Eixo Descrigao Status
Implementagao Introducéo da PD em laboratdrio do Manuscrito
da Patologia Nordeste, bem como a implementacédo do | submetido e em
Digital (PD) scanner, fluxo de trabalho e validagéo analise editorial
. Artigo publicado
Validag&o da o
o B _ o . em periodico
Patologia Digital Comparacao entre leitura digital e fisica . _
cientifico
em citologia de Idminas de citologia
(DOL:

cervicovaginal
10.1002/dc.2520)

Aplicacao de IA Integragao de IA a analise de laminas £
m
em Patologia digitais de cancer de pulméo, com
o desenvolvimento
Digital correlacdo a dados de NGS

6.1 Implementagao da Patologia Digital

Para a implementacdo do scanner no laboratério, foi elaborado um plano
estratégico voltado para a viabilidade do projeto, captagao de recursos e montagem
de uma equipe especializada (figura 3). A instalagcao do scanner foi seguida por uma
avaliagao interna das necessidades de integracédo com Tl e pela implementacéo da
integragdo do Sistema de Informacédo Laboratorial (LIS) com o sistema de
visualizagao de imagens da Motic (DSS). O processo de integragao entre os sistemas
levou cerca de 2 meses para ser totalmente concluido. Inicialmente, optamos apenas
por ldminas coradas com hematoxilina e eosina (HE), mas em 2022 validamos
ldaminas coradas com HE e, como discutido em outro estudo, laminas de citologia

cervicovaginal.
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Figura 3: Fluxo de implementacdo de Patologia Digital em um laboratorio de

patologia.

E ” ! - E . — g ﬁ Trabalho em casa
lospital canecials
Clinica {ak
Especiais J Digitalizagéo e
@ HQ “— distribuicdo | o
| :
> Trabalho em casa
oo
oo [=) oo —)
oo|oo (e —)
ool|oo ——— —
oo|0o0
Storage ___ Server Anilise convencional
L Laboratério H&E J

Laboratério

' Diagnéstico
Patolégico

F

Digital Relatério
il . Médico
Lamina de vidro

Logistica interna

Legenda: O diagrama representa o percurso das amostras desde a coleta hospitalar até a emissao do
diagnéstico, incorporando a digitalizagdo de laminas histoldgicas. As amostras sdo processadas no
laboratério, onde sdo confeccionadas laminas coradas por hematoxilina e eosina (HE), coloracbes
especiais e imuno-histoquimica (IHQ). Essas laminas podem ser encaminhadas para analise
convencional por microscopia optica ou digitalizadas em sistema de escaneamento. As imagens
digitais sdo armazenadas em servidores e distribuidas para reviséo clinica, sessées multidisciplinares
e trabalho remoto, o que permite laudos a distancia. O sistema integra a analise morfolégica, emissao
do laudo e retorno do diagnéstico ao servigo clinico. As linhas representam os diferentes fluxos: preto

(logistica interna), laranja (IAminas de vidro) e roxo (fluxo digital).

A figura 4 demonstra o tempo necessario para digitalizacdo das laminas, com
media de 2 a 4,3 minutos por lamina, gerando arquivos de 450 a 670 MB. Esse
processo, aliado a automacao do fluxo de arquivamento e distribuigdo (como backups
automaticos e exclusao programada de dados), reduziu significativamente o TAT
(30% no tempo entre a finalizagdo da lamina e sua disponibilizagdo para analise

diagndstica, quando comparado com a disponibilizagdo da lamina fisica) de liberag&o
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de casos, eliminando etapas manuais e possibilitando o acesso quase imediato as

laminas digitalizadas pelos patologistas.

Quando a patologia digital foi inicialmente implementada no laboratério,
conseguimos escanear apenas 7% da rotina devido a adaptagao dos processos. Com
os fluxos operacionais bem estabelecidos, aumentamos gradativamente o numero de
ldminas escaneadas por més e, atualmente, conseguimos escanear
aproximadamente 60% da rotina do laboratério. A cada més, escaneamos exames de
cerca de 3.000 pacientes e aproximadamente 20.000 |aminas (figura 4). O tempo
meédio de escaneamento é de 2 minutos por lamina, e o tamanho médio do arquivo é
de 600 megabytes (MB).

Figura 4: Fluxo de gerenciamento de dados e impacto da melhoria da qualidade

dos slides.
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Legenda: As laminas histologicas s&o escaneadas em equipamento digital, gerando arquivos de
grande volume (médias: 670 GB em 4,3 min e 450 GB em 2 min), que séo direcionados
simultaneamente ao Servidor 1 e a intranet institucional para visualizagdo e acesso remoto. No
Servidor 1 realiza-se a exclusao diaria manual dos arquivos, enquanto realiza uma copia manual para
o Servidor 2 (backup intermediario), também com exclus&o diaria programada. Em seguida, os dados
séo transferidos automaticamente de forma semanal para o Servidor 3, que mantém os arquivos
temporariamente antes de serem excluidos conforme politica de retengao. As setas verdes indicam

processos automaticos; as vermelhas, fluxos manuais.

A figura 5 ilustra o fluxo de trabalho hibrido do laboratério, integrando patologia
digital e convencional. As laminas com cddigo de barras, provenientes de exames de
endoscopia, citologia, coloragdes especiais e imuno-histoquimica, sdo encaminhadas
ao sistema de distribuicdo. A partir dai, parte das laminas segue para analise fisica

por patologistas especializados com microscopio (patologia convencional), enquanto
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outra parte é digitalizada e direcionada a patologistas gerais, especialistas ou
consultores externos (patologistas digitais), bem como profissionais localizados em
diferentes regides do Brasil. O fluxo digital permite compartilhamento remoto e maior
flexibilidade, enquanto o fisico € mantido para casos especificos ou quando

necessario.

Figura 5: Fluxo de especialidade de exames e compartilhamento de imagens.
—_—— GERAL

PATOLOGIA DIGITAL
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[
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—> — > PATOLOGIA
DIGITAL CONVENCIONAL
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Legenda: As laminas histoldgicas, apds codificagdo por cédigo de barras, sdo encaminhadas ao setor
de distribuigado, que direciona fisicamente os materiais conforme a natureza da amostra (endoscopia,
citologia, coloragdes especiais e imunohistoquimica). As laminas classificadas como “gerais” ou
“especiais” podem ser submetidas a digitalizacdo e, posteriormente, distribuidas por via digital a uma
rede nacional de experts em patologia digital, o que promove o diagndstico remoto e colaborativo.
Amostras especificas seguem para a patologia convencional, que utiliza microscopia 6ptica. O
esquema ilustra os fluxos fisico (azul) e digital (vermelho) que coexistem de maneira complementar na

rotina diagndstica.
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6.2 Validagao da Patologia Digital

6.2.1 Validagao da leitura digital de laminas de hematoxilina e eosina
(HE)

O estudo envolveu a avaliagdo da qualidade diagnostica por meio de 384 WSIs
de 64 casos, representando uma distribuicado tipica de casos encontrados em um
grande centro de atendimento. A area média de digitalizag¢ao foi de 982 mm?, com um
tempo de digitalizacdo médio de 4 minutos a 40x de resolugéo, resultando em um
tamanho médio de arquivo de 900 MB. Os casos selecionados forneceram uma
amostra representativa da rotina laboratorial, bem como diferentes tipos de casos,
exceto casos neuroldgicos e hematoldgicos, que foram excluidos devido a sua
natureza altamente especializada. A inclusdo de casos diversos garantiu que a
avaliacdo da qualidade diagndstica fosse reflexiva da pratica clinica real, apoiando a

implementagao de melhorias no fluxo de trabalho.

Um total de 768 leituras foi realizado, divididas igualmente entre WSI e laminas
fisicas de vidro (384 leituras cada), realizadas por dois patologistas. A concordancia
entre as avaliagbes foi avaliada com base no diagndstico final, com 98,72% de
concordancia (62 de 64 casos). Discrepancias foram encontradas em apenas dois

casos. As discrepancias especificas estao detalhadas na tabela 2.

Tabela 2: Caracterizagao dos casos discordantes na analise por meio de

laminas de vidro e laminas digitais.

Caso Tecido Lamina de vidro | Lamina digital Discordancia

. Diverticulite com | Diverticulite sem | Presenca de tumor
Caso 1 | Retossigmoide o
tumor tumor neuroendocrino

Gastrite com
Gastrite sem

A presenca de _ Helicobacter pylori
Caso 2 Estébmago _ Helicobacter N
Helicobacter _ positivo
] pylori
pylori

Os valores de concordancia Kappa (AKePpa = (928 e BKaepra = (,958)

demonstraram uma concordancia quase perfeita entre os dois métodos (figura 6).




41
Esses valores, que medem a consisténcia além da chance, confirmaram a
equivaléncia diagnostica entre 1aminas digitais e fisicas.

Figura 6: Curva ROC que demonstra a sensibilidade e especificidade entre a

analise feita por meio de lamina digital e fisica.

ROC curve ROC curve

10

0 08

E‘ 08 ‘? 06
2 >
@
s 5

wn o4 0 04

0,
02

00
00 02 04 0 08 10 00
00 02 04 08 08 10

Specificity Specificity



42

6.2.2 Validagao da leitura digital de laminas de citologia cervicovaginal

O presente estudo incluiu, ao final, 99 Iaminas citologicas (Papanicolau). A
mediana de idade das mulheres participantes foi de 32 anos, com uma média de 33,8
anos. Das 100 laminas, 99 (99/100) foram consideradas satisfatorias pelos

avaliadores e uma excluida por falta de qualidade.
6.2.2.1 Desempenho da digitalizagao das laminas de citologia

O tempo médio de digitalizagao por lamina foi de aproximadamente 2 minutos,
com uma média de 2,4 minutos. O tempo médio para diagndstico por lamina fisica e
por imagem digital (WSI — Whole Slide Imaging) pelos avaliadores foi registrado
(tabela 2). O tempo médio geral de avaliagao por caso por meio de WSI foi de 9,53
minutos e o avaliador C aquele com maior tempo médio. Também foi avaliado o nivel

de confianga de cada avaliador nas imagens digitais.

Tabela 3: Resultados do questionario de confianga diagndstica e tempo.

A B Cc
Média Mediana Média Mediana Média Mediana
Tempo (min) 10.1 9 8.2 9 10.29 10
Confiabilidade 5.51 6 7 7 9.2 9

*Parametrizacdo considerada de 1 a 10 para cada avaliagdo de imagem.

6.2.2.2 Diferengas diagnésticas em citologia

Nosso estudo validou, por meio da analise digital das |laminas citopatoldgicas,
todos os grupos representados na imagem, o que demonstra a reprodutibilidade
diagndstica da leitura digital frente a avaliagdo convencional. Foram contempladas as
diferentes categorias de caracterizagao citoldgica (atréfico, eutréfico e hipotrofico), os
principais padrdes de atipia celular (NILM, ASC-US, LSIL, ASC-H e HSIL), os epitélios
representativos (escamoso, glandular e metaplasico), os graus de preservagao
celular (bem preservado, mal preservado e em reparo), bem como os achados
microbiolégicos mais frequentes, entre os quais Bacilos, Candida, Cocos, Gardnerella

mobiluncus e Lactobacillus.
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Os grupos de preservagao celular e diagnostico microbioldgico apresentaram
os maiores indices de discordancia entre os diagnosticos por WSI e o padrao-ouro.
Para os avaliadores A e B, a avaliagdo do grupo de microrganismos foi
estatisticamente diferente para a maior parte dos microrganismos (tabela 4). Para o
avaliador C, em contraste, apenas o diagnostico de Lactobacillus foi
significativamente diferente (p = 0,001) entre I&minas fisicas e digitais. As variaveis
do grupo diagnostico de atipias celulares apresentaram a melhor concordancia
diagndstica (tabela 4), e apenas para ASC-US observou-se diferenga diagndstica

entre os citotécnicos (p < 0,05).
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Tabela 4: Taxa geral de precisdo diagndstica de leituras de laminas cervicovaginais fisicas e digitais dos trés avaliadores.

- o o o
p p p
CATEGORIA N (%) (A RS) 1.C. N (%) (B RS) I.C. N (%) (€ RS) I.C.
EPITELIOS Escamoso |  99(100) 97 (98) 0,155 - 95 (96) 0,043 - 98 (99) 0,316 -
REPRESENTATIVOS Glandular 44 (44.4) 0,088 16(0,8-29)  82(82.8) 0 02(0,1-05) 63 (63.6) 0,309 0,7 (04-1,3)
Metaplasico 61 (61.6) 0 0,1(0,06-02)  28(28.3) 0,092 05(02-1,1) 86 (86.9) 0 0,03 (0,01 - 0,07)
. Bem d 41(41.4) 0,253 13(0,7-25) 57 (57.6) 0,254 07(03-1,3) 50 (50.5) 0,886 0,9(0,5-1,7)
PRESERVAGAO reservado
CELULAR Mal preservado 19 (19.2) 0 5(2,5-10,1) 82 (82.8) 0 02(0,1-04) 14 (14.1)
| Reparo | 1(1) | 42(424) 0 0,01 (0 - 0,08) 2(2) 0,560 0,49 (0- 9,6) 2(2) 0,560 0,49 (0- 9,6)
Bacilos 3(3) 0 67 (19,5-350) 81 (81.8) 0,022 04(02-09) 60 (60.6) 0,299 1,3 (0,7 - 2,5)
Candida 39 (39.4) 0,046 17(0,9-32) 46 (46.5) 0,319 13(0,7-24) 50 (50.5) 0,339 1,1 (0,6 - 2)
MICROBIOLOGIA Cocos 10 (10.1) 0 17 (7,4-40,8) 79 (79.8) 0,025 04(0,2-0,9) 60 (60.6) 0,461 1,2 (0,6 - 2,3)
Gardnerella 77 (77.7) 0 0,06 (0,02-0,1) 26 (26.3) 0,171 0,6(02-12) 22(22.2) 0,478 0,7 (0,3-1,6)
mobiluncus
Lactobacillus 1(1) 0 58,4 (9,2 - 2395) 3(3) 0 19 (5,6-100) 17 (17.2) 0,001 2,8 (1,4-59)
NILM 48 (48.5) 0.661 08(0.4—16) 40 (40.4) 0.149 15(0.8-27) 55 (55.5) 0.319 1.3 (0.7 - 2.4)
ASC-US 1(1) 0.303 - 17 (17.2) 0.000 - 14 (14.1) 0.000 -
ATIPIA CELULAR LSIL 34 (34.3) 0.906 0.9(0.5-1.8) 27 (27.3) 0.141 06(0.3-1.2) 26(26.3) 0.093 0.5 (0.3—1.1)
ASC-H 3(3) 0.353 0.5 (0.08 — 2.5) 1(1) 0.056 0.1 (10'??)03 - 1(1) 0.054 0.1(0.003 - 1.3)
HSIL 5 (5) 0.838 0.8 (0.2 - 3.6) 1(1) 0.976 0.9(0.01-76)  0(0) 0.303 -
. Atréfico 1(1) 0,316 - 1(1) 0,316 - 0(0) - -
CARA%HEgS'ZT’;%AO DA Eutréfico 87 (87.9) 0 0,09 (0,04-0,2) 11 (11.1) 0 54 (2,4-125) 53 (53.5) 0,064 0,5(0,3-1)
Hipotréfico 2(2) 0,155 - 1(1) 0,316 - 3(3) 0,082 -
*p<0,05

Referéncia - laudo por meio de lamina fisica; NILM - Negativo para Lesao Intraepitelial e Malignidade; ASC-US - Atipias de Significado
Indeterminado em Células Escamosas; LSIL - Lesao intraepitelial escamosa de baixo grau; ASC-H - Atipia de Células Escamosas, leséo de alto grau nao
pode ser descartada; HSIL - Les&o Intraepitelial de Alto Grau
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6.2.2.3 Valores de concordancia em citologia

Foi realizada uma analise intraobservador, na qual as interpretagdes
diagndsticas de trés avaliadores foram comparadas entre os formatos digital e
convencional (microscopia Optica), o que permite avaliar a reprodutibilidade individual

das leituras em ambos os métodos.

O grupo de microbiologia apresentou os menores valores de concordancia.
Candida spp. e Gardnerella/Mobiluncus mostraram taxas moderadas de
concordancia entre os avaliadores, enquanto nao houve concordancia para Bacillus,

Coccus e Lactobacillus sp. (Tabela 5).

A presencga de epitélio representativo, o grau de atipia celular, inflamagéo e
benignidade apresentaram bons valores de concordancia entre avaliadores (tabela
5). Em relacdo a auséncia de atipia ou malignidade, os avaliadores A e C
apresentaram concordancia quase perfeita (p = 0,86 e p = 0,84, respectivamente),
enquanto o avaliador B mostrou concordancia moderada (p = 0,60). Resultado
semelhante foi observado para as lesdes intraepiteliais de baixo grau (LSIL). Para
células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), a concordéancia
variou entre 82,5% e 99%. Dois casos especificos foram diagnosticados como ASC-
H pelos trés avaliadores por meio de lamina digital; entretanto, pela lamina fisica, o
diagndstico havia sido LSIL. Para verificar se a resolugdo da imagem poderia afetar
o diagnéstico, foi realizada uma nova digitalizacdo desse caso com ampliagao de 40x
e redistribuida para analise; o caso foi entdo diagnosticado como LSIL na Iamina
digital por todos os trés, destacando a importancia da digitalizacdo em alta

magnificagao para analises precisas.

Na categoria de processo inflamatdrio (tabela 5), o teste de Spearman (p)
mostrou resultados semelhantes para os avaliadores A,Be C (p=0,474,p=0,413 e
p = 0,477, respectivamente), o que evidencia uma forca moderada de associagao

entre as analises digitais e o padrao-ouro.
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Tabela 5: Concordancia intraobservador (Kappa e Spearman) conforme subtipos de espécime: microscopia Optica vs. imagem de

lamina inteira.

A (WSI) B (WSI) C (WSl)
Conco p Conco p Conco
rdanci Kap P Spear rdanci P Spear rdanci p P
CATEGORIA aN pa Kapo) man (Spearman aN Kappa (app) man  (Spearman aN Kappa app) Spearman (Spearman)
(%) ) (%) ) (%)
Escamoso 98 - 0 - - 97.9 - - - - 100 - - - -
EPITELIOS Glandular  69.4 0';’9 0 0.409 0 508 0114 0156 0.144 0.159 686  0.358 0 0.354 0
REPRESENTATIVOS o=
Metaplasico 48 o 0132 0152 013 742 0294 0030 0305 0002 293 0038 0293 0.106 0.298
Escamoso  60.7 027 -0.27 00043 0682 448 -0001 0989 0128 0212 225 0001 0.955 0.059 0.564
1
TIPOS CELULARES | Parabasais 66 o.é'so 0302 0302 0028 917 ; ; ; ; 409  -0.003 0.979 -0.002 0.988
Superficiais - 0.055 0602 584 0021 0689 0059 0.568 52  -0.056 0.134 0.12 0.238
Ef;:'t‘:l‘:? 37.2 O'gg 0137 0227 0143 705 0211 0065 0258 0067 176 0015  0.506 0.088 0.514
Bem 0.05
69.8 0716 0055 0724 451 0095 0210 0175 0218 57.9 -0.091 0.411 0.102 0.45
preservado 4
PRESERVAGAO Mal -
CELULAR presewado 349 0.;)6 0274 -0.167 0285 922 . 6666 . . 176 -0.019 0513 -0.087 0.521
Reparo 100 - - - - 98.2 - - - - 965 -0.018 0.893 0.018 0.895
Bacilos 73.5 0'?2 0.744 0035 0748 57.3 -0248 0013 -0263 0013 55 0183  0.029 0.229 0.029
Candida 80 ogo 0 0.627 0 762 0513 0 0.514 0 86.7  0.729 0 0.732 0
MICROBIOLOGIA Cocos 62.3 0.37 0498 -0.074 0504 525 0222 003 -0232 003 544 018  0.031 0.227 0.031
Gardnerella 011 0o 025 0021 443 0113 0068 0195 0069 818 0.4 0 0.397 0
mobiluncus 7
La°‘°i’a°'”” 588 0.02 0411 -0.089 0417 591 -0.011 0817 -0.025 0819 57.8 0051  0.58 0.058 0.585
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0.86

NILM 93 : 0 082 0 794 0598 0 0603 0 919 0838 0 0.841 0
ASC-US 99 - - - : 825 ; : ; ; 85.9 ; ; ; -
LSIL 87 0'97 2 ) 0.721 0 857  0.679 0 0.698 0 76.8 0472 0 0.488 0
ATIPIAS CELULARES
ASC-H 91 004 0657 -0044 0661 929 -0188 0797 -0026 08 941 0273 0 0.398 0
2
HSIL 91 °g7 0135 0135 018 959 0322 0  -0024 O 100 ; ; ; ;
Atréfico 99 - - - : 100 ; : ; ; 100 ; ; ; -
CARACTERIZAGAO . 0.06
ey Eutréfico 46 20 0258 0113 0263 57.8 0022 0763 0031 0766 606 0223 0022 0.231 0.022
Hipotrofico 98 - - - - 88.7 1 - - - 97 - - - -
P Processo 0.29
INFLAMAGAO ocesse 526 g 0 0474 0 559 0224 0001 0413 0 304 0167  0.001 0.477 0
*p<0,05

NILM - Negativo para leséo intraepitelial e malignidade; ASC-US - Atipias de significado indeterminado em células escamosas; LSIL - Les&o intraepitelial

escamosa de baixo grau; ASC-H - Atipia de células escamosas, leséo de alto grau ndo pode ser descartada; HSIL - Les&o intraepitelial de alto grau.
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6.2.2.4 Sensibilidade diagnoéstica por meio de imagens digitais

O desempenho dos avaliadores para diagnosticar NILM apresentou alta
reprodutibilidade e sensibilidade nas laminas digitais, especialmente para os
avaliadores A (Sensibilidade 95,8%; Especificidade 98%; pARPC < 0,05) e C
(Sensibilidade 96%; Especificidade 87,5%; p®RCC = < 0,05), conforme demonstrado
pelas curvas ROC (Figura 7). Mesmo com um valor de sensibilidade menor que os
demais, o avaliador B apresentou maior especificidade em comparagao aos outros
(Sensibilidade = 70,6%; Especificidade = 89,4%; pBROC < 0,05). Nao foi possivel
afirmar boa reprodutibilidade em relacdo as atipias celulares diagnosticadas por
lamina digital, pois o valor de p ndo foi significativo.

Figura 7: Curvas ROC para desempenho da avaliacao digital em relagcdo a

fisica.
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6.3 Aplicacao de Inteligéncia Artificial a Patologia Molecular

6.3.1 Caracterizagao das amostras

A Figura 8 apresenta a caracterizagdo clinica e laboratorial das 47 amostras
incluidas no estudo. A distribuigao etaria por género evidencia uma concentragéo de
casos entre 60 e 80 anos para ambos os sexos, com maior dispersao entre os homens
(figura 8-A). Em relagao ao tipo de amostra, observa-se predominancia de bidpsias
(68,1%) em comparagéo a pegas cirurgicas (31,9%) (figura 8-B). Quanto aos tipos
histolégicos, o adenocarcinoma corresponde a maioria dos casos (83,3%), enquanto
o carcinoma de células escamosas representa 16,7% (figura 8-C). A andlise da idade
dos blocos de parafina revela uma predominancia de blocos recentes, embora alguns

casos apresentem idade superior a 500 dias (figura 8-D).

Figura 8: Caracterizagdo das amostras: procedimento de coleta, género, tipo

histologico e distribuigbes de idade.

Idade em relagao ao género (n=47) Tipo de procedimento (n=47)
A B

Pega cirdrgica

Bidpsia

Tipo histologico (n=47) Idade do bloco FFPE (n=47)

D

80

Adenocarcinoma 83.3%

0 60
Porcentagem (%)

A expressao de PD-L1 foi avaliada, mostrando-se positiva em 27 casos
(57,4%) e negativa em 20 casos (42,6%) (figura 9-A) e a pontuagdo TPS média de
22,09. No que se refere a presenca de alteracdes moleculares, foram identificadas
alteragdes em 44 casos (93,6%), enquanto apenas 3 casos (6,4%) ndo apresentaram

alteragdes detectaveis (figura 9-B).
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Figura 9: Distribuicdo de PD-L1 e alteragbes moleculares nos casos.
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O grupo amostral analisado € composto por uma variedade de subtipos
histolégicos de carcinoma pulmonar, com predominancia do subtipo sélido, seguido
por acinar e carcinoma de células escamosas (CEC). Subtipos menos frequentes

incluem mucinoso, lepidico, sarcomatoéide e papilar (figura 10).

Figura 10: Distribuigado percentual dos subtipos histolégicos.

Frequéncia (%)

Subtipo Histoldgico
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6.3.2 Distribuicao dos dados

Os dados de NGS e a quantificagéo celular por inteligéncia artificial, referentes
a 47 pacientes, foram caracterizados estatisticamente com o objetivo de avaliar sua
distribuicao e possiveis relagbes entre as variaveis. A avaliagdo da normalidade por
meio do teste de Shapiro-Wilk indicou que as variaveis analisadas ndo seguem
distribuicdo normal (p < 0,05). A inspecdo grafica por histogramas e Q-Q plots
confirmou a assimetria observada nos dados. Diante disso, as analises de correlacéo
foram conduzidas pelo coeficiente de Spearman, apropriado para dados néo
paramétricos, a fim de identificar associagdes monoténicas entre a composicao

celular e os parametros genéticos obtidos por NGS.
6.3.3 Caracterizagao celular e tecidual dos casos

A caracterizagdo celular das amostras analisadas revelou uma grande
variabilidade na composicdo e quantidade de células presentes no tecido tumoral
(figura 12). O numero total de células no tecido variou significativamente, com valores
que oscilaram entre 1.288 e 1.339.078 células, apresentando uma média de

aproximadamente 247.000 células por amostra (figura 11).

Figura 11: Detecgao celular e diferenciagao dos tipos celulares.
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A capacidade da ferramenta PathAl em identificar e caracterizar diferentes
tipos celulares permitiu a quantificacdo automatizada e abrangente das populagdes
celulares presentes nas laminas histolégicas. Por meio dessa abordagem baseada
em inteligéncia artificial, foi possivel obter estimativas precisas da concentracéo de
cada tipo celular em todas as amostras analisadas (figura 12). A distribuicao dessas
populagdes celulares estd apresentada no grafico abaixo, refletindo a

heterogeneidade do microambiente entre os casos incluidos no estudo.

Figura 12: Distribuicdo da quantificagao celular e proporcao de tipos celulares

na amostra.
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A caracterizagao tecidual das amostras revelou que o tecido tumoral

corresponde a 32,6%, o estroma a 44,2% e a necrose a 23,3% do total de area

analisada (figura 13). Esses valores refletem a distribuicdo proporcional das principais

componentes teciduais no conjunto amostral, fornecendo uma visao geral objetiva da

composic¢ao estrutural tumoral.

Figura 13: Caracterizagao percentual dos tipos de tecido na amostra.
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6.3.4 Caracterizagcao molecular dos casos

A figura 14 apresenta a frequéncia das alteragdes genéticas identificadas em
amostras de pacientes com cancer de pulmao submetidos a analise por NGS. As
mutacdes foram categorizadas de acordo com os genes acometidos, bem como
casos com multiplas alteragdes em um mesmo paciente. Observa-se que TP53 € o
gene mais frequentemente alterado na coorte analisada. Em seguida, destacam-se
as alteracoes em EGFR e KRAS.

Figura 14: Frequéncia das principais alteragbes genéticas identificadas por

NGS em amostras de pacientes com cancer de pulméao.
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Nos adenocarcinomas, destacaram-se alteracbes recorrentes em EGFR,
TP53, KRAS e FGFR3, com destaque para a alta frequéncia de EGFR e KRAS, genes
classicamente associados a esse subtipo histolégico e frequentemente utilizados
como marcadores terapéuticos em oncologia de precisdo. Em contraste, o grupo CEC
apresentou um perfil mais restrito de alteragdes, com predominio absoluto de TP53,
0 que evidencia sua associagdao com danos genéticos relacionados ao tabagismo e
menor diversidade de alvos terapéuticos. A analise das alteragdes genéticas por
subtipo histolégico do adenocarcinoma revelou que os subtipos sélido e acinar
concentram as alteragbes mais relevantes do painel (figura 15). No subtipo acinar,
observou-se uma elevada frequéncia de alteragdes em EGFR (n=6), TP53 (n=5) e
KRAS (n=4), o que evidencia a heterogeneidade molecular caracteristica desse
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padrao e seu potencial para multiplas abordagens terapéuticas. Ja no subtipo soélido,
destacaram-se mutagbes em TP53 (n=5) e EGFR (n=3), ambas associadas a

comportamento tumoral mais agressivo.

Figura 15: Frequéncia de alteragcdes genéticas por subtipo histoldgico.
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6.3.5 Analise das quantificagoes celulares e teciduais em relagao as

classificagoes histopatolégicas dos casos

As amostras coletadas foram analisadas por dois tipos de procedimento —
bidépsias e pecgas cirurgicas — para investigar se o0 método de coleta influencia a
porcentagem tumoral, o numero total de células tumorais e as concentragées de DNA
e RNA. A area do tumor € maior nos casos de pecgas cirurgicas que em relagao as
biépsias, mas nenhuma correlagao significativa foi encontrada (o = 0,25; p = 0,096);
para as outras variaveis também nao foram encontrados valores significativos (figura
16).

Figura 16: Comparagdo entre procedimentos de coleta para variaveis

histoldgicas e moleculares.



56

Area do Tumor por Procedimento % Tumoral por Procedimento
100

120
80

100
80 60

60

o

40

40
20 20

Bidpsia Peca cirargica Bidpsia Pega cirurgica

Area do tumor
% tumoral

DNA por Procedimento RNA por Procedimento

40 80
30 60

=4

=

020 0
10 20

Bidpsia Peca cirurgica Bidpsia Pega cirdrgica

RNA
IS

Legenda: (A) Porcentagem tumoral (porcentagem de tumor pela IA) por tipo de procedimento (bidpsia
vS. pega cirurgica); (B) Numero total de células tumorais por tipo de procedimento; (C) Concentragao

de DNA (ng/ul) por tipo de procedimento; (D) Concentragdo de RNA (ng/ul) por tipo de procedimento.

O tempo de armazenamento do bloco foi analisado em relagdo as
concentragdes de DNA e RNA totais. A analise revelou uma tendéncia de reducgao
progressiva tanto para o DNA quanto para o RNA. Conforme ilustrado nos gréficos
boxplot (figura 17), a concentracdo de DNA foi maior nos blocos com até 30 dias de
armazenamento, apresentando mediana elevada e ampla variabilidade, enquanto os
grupos com maior tempo de armazenamento, especialmente aqueles entre 181 e 365
dias e entre 1 e 2 anos, mostraram valores medianos inferiores e menor dispersao, o
que sugere perda de rendimento ao longo do tempo. De forma semelhante, a
concentracdo de RNA demonstrou queda acentuada nas amostras mais antigas e o
grupo com 1 a 2 anos de armazenamento o0 que apresentou os menores valores, com
mediana e intervalo interquartil substancialmente reduzidos. Blocos mais recentes,
especialmente aqueles com até 30 dias, exibiram concentracbes mais elevadas de

RNA, com ampla distribuicdo dos valores.
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Figura 17: Comparacdo entre o tempo de armazenamento dos blocos de

parafina (FFPE) as concentragdes de DNA e RNA.
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A analise comparativa entre adenocarcinoma e CEC evidenciou diferengas

significativas na composi¢do celular. O numero de linfécitos foi significativamente

maior no grupo de adenocarcinoma (U = 257; p = 0,0030), assim como o numero de

células plasmaticas (p = 0,0478). De igual modo, os granulécitos apresentaram

contagens significativamente menores no grupo CEC em relagédo ao adenocarcinoma

(p <0,0001). Essas diferengas foram confirmadas por meio do teste de Mann-Whitney

U e ilustradas em graficos de boxplot (figura 18).

Figura 18: Comparacgao celular entre subtipos histolégicos pulmonares.
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Com base na analise da quantificacéo de células do tecido tumoral estratificada

por porcentagem de TPS, observou-se um padrao distinto de distribuicao celular entre

os trés grupos. Para células tumorais, houve uma tendéncia de aumento na

densidade celular conforme o incremento do TPS, com medianas aproximadas de
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3.700, 4.500 e 3.800 ceélulas/mm? para os grupos <1%, 1-49% e =250%,
respectivamente. Em relagdo aos macrofagos, o grupo com TPS 1-49% apresentou
maior densidade (mediana ~1.000 células/mm?) comparado aos grupos <1% (~700
células/mm?) e 250% (~900 células/mm?). Para linfécitos, observou-se um aumento
progressivo significativo com o incremento do TPS e mais pronunciado no grupo
250% (mediana ~2.500 células/mm?) que em relagdo aos grupos <1% e 1-49%
(medianas ~2.000 e ~2.500 células/mm?, respectivamente). Os granuldcitos
demonstraram o padrao mais marcante, com densidade substancialmente maior no
grupo 250% (mediana ~150 células/mm?) comparado aos grupos com menor
expressao de TPS (<1% e 1-49%, ambos com medianas ~100-120 células/mm?), que
sugere uma associacao entre alta expressado de PD-L1 e infiltracdo granulocitica no

microambiente tumoral (figura 19).

Figura 19: Comparacao da quantificagdo celular entre grupos de PD-L1.
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Os dados também foram estratificados de acordo com a presencga ou auséncia

de alteragdes moleculares detectaveis. A analise foi conduzida com um total de 44

casos com alteracdo molecular e 3 casos sem alteragcdo, representando um

desequilibrio consideravel entre os grupos. Entre as variaveis celulares, observou-se

correlacao positiva entre a presenca de alteragdes moleculares e o numero de células

tumorais (p = 0,0528), fibroblastos (p = 0,0501), células plasmaticas (p = 0,0501) e

linfocitos (p = 0,0501), com destaque para os granulécitos, cuja correlagdo foi

estatisticamente significativa (p = 0,0442) (figura 20). Em relagdo as variaveis

teciduais, a area do cancer apresentou tendéncia de associacdo com o status

molecular (p = 0,0938), enquanto o estroma (p = 0,0387) e a necrose (p = 0,0292)

mostraram correlagdes estatisticamente significativas. Os coeficientes de correlagao
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encontram-se representados no heatmap da figura 18, com destaque visual para as
associagoes estatisticamente significativas (p < 0,05).

Figura 20: Analise comparativa morfolégica entre casos com e sem alteragdes
moleculares.
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Também foi realizada a analise da composicao celular em relagao a presenca
de mutacdes nos genes TP53, EGFR e KRAS. Foram avaliadas cinco populagdes
celulares: células tumorais, linfocitos, células plasmaticas, macréfagos e granulécitos.
Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos mutado e ndo mutado
para nenhuma das populagdes celulares analisadas (figura 21). As distribuicbes se

mostraram sobrepostas, sem tendéncia consistente de aumento ou reducgao
associada a presenga de mutagoes.

Figura 21: Distribuicdo dos tipos celulares segundo a presenca de mutagdes
em TP53, EGFR e KRAS.
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Foi realizada uma analise abrangente do microambiente tumoral dos diferentes

subtipos histolégicos de adenocarcinoma pulmonar (sélido, acinar, lepidico e

mucinoso), ao se considerar multiplas populagdes celulares inflamatérias. Embora

diversas variaveis tenham sido examinadas, apenas os granuldcitos e macréfagos

apresentaram diferencas estatisticamente significativas ou limitrofes entre os

subtipos. A figura 22 ilustra essas duas variaveis: no painel superior, observa-se maior

infiltragdo de granuldécitos no subtipo sélido, com diferencga significativa em relacéo ao

mucinoso (p = 0,049); no painel inferior, destaca-se a maior densidade de macréfagos

no subtipo acinar em comparagdo ao mucinoso, com tendéncia de significancia

(p=0,

051).

Figura 22: Distribuicdo dos tipos celulares entre subtipos de adenocarcinoma

pulmonar.
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Legenda: Analise comparativa das populagbes de granuldcitos (acima) e macréfagos (abaixo) no
microambiente tumoral de adenocarcinomas pulmonares, estratificados por subtipo histolégico (sélido,
acinar, lepidico e mucinoso). Os graficos em formato violin plot demonstram a distribuicdo e densidade
das células imunes por grupo. Foram observadas diferengas estatisticamente significativas para os
granuldcitos entre os subtipos sélido e mucinoso (p = 0,049), e uma tendéncia de significAncia para os
macréfagos entre os subtipos acinar e mucinoso (p =0,051). Esses resultados indicam variagbes

imunoldgicas relevantes entre os subtipos histolégicos de adenocarcinoma.

Os subtipos histologicos de adenocarcinoma pulmonar foram analisados
quanto a sua correlacdo com as variaveis teciduais morfométricas, bem como area
tumoral, estroma, necrose e area total de tecido. No entanto, nenhuma correlagéo
estatisticamente significativa foi observada entre os subtipos e qualquer das variaveis
teciduais avaliadas (p > 0,05). Em relagdo aos subtipos, comparou-se os dados
gendmicos e obtiveram-se as seguintes médias: numero de reads manteve-se
uniforme em torno de 1 x 10®° em todos os grupos, o que evidencia cobertura
consistente; o TPS (% PD-L1) atingiu o valor maximo no sarcomatoide (= 90 %; n =
2), situou-se em nivel intermediario no solido (= 25 %; n = 5) e permaneceu abaixo de
20% nos demais subtipos. As concentracdes de DNA foram mais altas nos subtipos
acinar (= 26 ng/uL; n = 13) e sdlido (= 26 ng/pL; n = 12), enquanto o menor valor foi
registrado no sarcomatoide (= 6 ng/uL; n =1). Para RNA, observou-se pico no lepidico
(=45 ng/uL; n=1) e no CEC (= 39 ng/uL; n = 6), valores intermediarios no sdlido (=

32 ng/uL; n = 12) e baixa concentragdo no sarcomatoide (= 4 ng/uL; n = 1) (figura 23).
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Figura 23: Perfis gendbmicos médios por subtipo histolégico tumoral.
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6.3.4 Frequéncia do Alelo Variante (VAF) em relagao ao microambiente

tumoral

A anadlise de correlacédo entre a frequéncia de variantes alélicas (VAF) e os
parametros de qualidade molecular revelou uma associacdo estatisticamente
significativa com a concentracdo de DNA obtida (p = 0,41; p = 0,020). Em
contrapartida, a correlagao entre VAF e concentragao de RNA foi positiva, porém nao

atingiu significancia estatistica (p = 0,27; p = 0,136) (figura 24).

Figura 24: Correlagdo entre a frequéncia de variantes alélicas (VAF) e

concentracdes de DNA e RNA.
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As demais variaveis analisadas — bem como composicdo celular do

microambiente tumoral (como numero de linfocitos, fibroblastos, macréfagos e outras
populagdes), areas especificas do tecido (como area tumoral, estromal e de necrose).
Ademais, o numero total de reads gerados no sequenciamento — ndo demonstraram

correlagao significativa com os valores de VAF (p > 0,05 para todas as comparacgoes).
6.3.5 Correlagao entre os tipos celulares e concentragao de DNA/RNA

Foram analisadas as correlagdes entre a propor¢cdo de células tumorais no
tecido e os rendimentos de DNA e RNA obtidos por extracdo em amostras
histolégicas (quantificagdo por fluorometria). A proporg¢ao tumoral foi definida como a
razao entre o numero de células tumorais € o numero total de células na amostra,
conforme quantificacdo pelo PathAl. Foi aplicada a correlagdo de Spearman para
avaliar a associacido entre a proporgcao de células tumorais e os rendimentos dos
acidos nucleicos. Os resultados demonstraram uma correlacdo positiva moderada
entre a proporgao tumoral e o DNA (p = 0,39; p = 0,025), bem como uma correlagao
moderada e estatisticamente significativa com o RNA (p = 0,44; p = 0,008) (figura 25).

Figura 25: Correlagédo entre proporgcéo de células tumorais e parametros de

quantificacdo molecular.
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Para avaliar a influéncia do tempo de armazenamento dos blocos FFPE sobre

a quantidade de DNA e RNA extraidos, foi realizada uma analise de correlagao de

Spearman. Nao foi observada correlagéo estatisticamente significativa entre a idade
do bloco e a concentragdo de DNA (p = —0,07; p = 0,658) ou RNA (p = -0,13; p =
0,434) (figura 26).

Figura 26: Correlagdo entre a idade dos blocos FFPE e as concentragdes de

DNA e RNA.
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A correlagao entre as quantificagdes de DNA e RNA por fluorometria e as areas

teciduais foi avaliada por meio do coeficiente de Spearman, conforme apresentado

na tabela 7. Observou-se que a area tumoral apresentou correlagado positiva e
estatisticamente significativa tanto com a concentracdo de DNA (p = 0,57; p = 0,0002)

quanto com RNA (p = 0,40; p = 0,0170), que sugere que a extensdo da regiao
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neoplasica influencia diretamente a recuperacdo de acidos nucleicos. A area de
estroma também se correlacionou de forma significativa com a concentracdo de DNA
(p=0,48; p =0,0027), mas nao mostrou associagao relevante com os niveis de RNA
(p = 0,3381). De modo semelhante, a area total do tecido apresentou correlagao
significativa com o DNA (p = 0,42; p = 0,0090), enquanto a area de necrose nao se
correlacionou significativamente com nenhum dos paréametros moleculares

analisados.

Tabela 6: Correlagao entre caracteristicas teciduais e parametros moleculares.

Area Tecidual P (DNA) p (DNA) p (RNA) p (RNA)
Area do cancer 0,57 0,0002 0,4 0,017
Area de estroma 0,48 0,0027 0,16 0,3381
Area de necrose 0,25 0,1357 0,24 0,1593
Area do tecido total 0,42 0,009 0,26 0,1319

6.3.6 Correlagao entre o numero de reads de DNA e proporgao de
células tumorais.

Avaliou-se a proporgao de células tumorais em relagdo ao numero de reads de
DNA obtidos no sequenciamento. A analise foi realizada com base na razéo entre o
numero de células tumorais € o numero total de células do tecido, conforme
quantificacdo automatizada pela plataforma de IA. Aplicou-se o teste de correlagcao

de Spearman para avaliar a associacao entre as variaveis.

A analise baseada na proporgao de células tumorais em relagao as células
totais mostrou um coeficiente de correlacdo de Spearman p = 0,14, com p = 0,174,
indicando auséncia de correlagao estatisticamente significativa entre a fragao tumoral

e o numero de reads gerados. Esses valores encontram-se destacados na figura 27.

Figura 27: Relagao entre o numero de reads e a proporgao de células

tumorais.
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7. DISCUSSAO

7.1 Implementacao e Validacao da Patologia Digital

O estudo estabelece a Patologia Digital (PD) como um método excelente para
otimizar processos laboratoriais e aumentar a agilidade no diagndstico de pacientes.
Inovando em um cenario de baixo custo, o trabalho validou com sucesso as WSis,
com especificidade e sensibilidade notaveis, o que demonstra seu potencial em

ambientes com recursos limitados.

A qualidade das WSIs é fundamental para o sucesso do estabelecimento de
DP em ambientes laboratoriais. Em nossa rotina, apenas uma pequena porcentagem
de WSiIs foi considerada inadequada para diagndstico, por isso, o primeiro passo do
processo de implementacao foi gerar um protocolo de qualidade para as laminas
histolégicas que seriam digitalizadas. Esse importante passo ajudou a reduzir o tempo
de digitalizagdo, bem como reduzir no tamanho dos arquivos (.SVS em MB) gerados,

0 que impacta diretamente no custo da PD.

Outro fator essencial é garantir que todo o material representado na lamina
seja capturado com precisdo pelo scanner (Goacher et al., 2017a). Em nossa
plataforma de visualizagdo de laminas (DSS), os patologistas tém acesso a uma
imagem macro da lamina, que exibe a estrutura do tecido antes da digitalizagao. Isso
permite que eles verifiquem se a WSI contém todo o material e solicitem novas
digitalizagdes caso sejam detectados problemas. Os patologistas foram treinados
para solicitar novas varreduras por meio do Sistema de Informacgdes Laboratoriais
(LIS) em casos de erros de foco, ajustes de saturagdo de cor ou laminas com
representacdo incompleta da lamina. Caso o patologista principal ndo estivesse
disponivel, os casos eram automaticamente atribuidos a um patologista secundario.
Os principais motivos para a qualidade inadequada das WSiIs incluiam laminas sujas,
fragmentos de vidro nas laminulas, excesso de meio de montagem, cortes de tecido

muito distantes entre si e laminulas mal posicionadas.

A auséncia de reembolso por planos de saude para codigos de patologia
digitais no Brasil restringe a capacidade de quantificar os beneficios econdmicos da

implementagcdo do DP. No entanto, € importante observar que o DP melhora
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significativamente a eficiéncia e a seguranga do fluxo de trabalho, o que permite que
os patologistas diagnostiquem casos remotamente por meio de sistemas LIS
integrados. Esse avanco elimina a necessidade de transportar laminas de vidro entre

hospitais, o que garante seu armazenamento seguro em laboratoérios centralizados.

Diversos estudos demonstraram alta concordancia entre os diagndsticos
realizados com laminas fisicas e digitais, com taxas de concordéncia superiores a
95% (Lee et al., 2018). Uma meta-analise de Azam et al. (Azam et al., 2021c)
destacou que um dos principais desafios da visualizacao digital € a deteccao de
pequenos objetos no tecido, como o Helicobacter pylori (HP). Os avaliadores do
estudo encontraram dificuldades para identificar os microrganismos, ressaltando a
importancia da qualidade da imagem para um diagnostico preciso. Além disso, a
qualidade das telas de visualizagao influencia significativamente na deteccao de
estruturas pequenas como o HP (Azam et al., 2021c; Randell et al., 2015). Na nossa
validacéo das WSis, a identificagdo do HP foi um desafio notavel. No entanto, estudos
demonstraram o uso confiavel da inteligéncia artificial (IA) na deteccao de HP em
biépsias gastricas (Randell et al., 2015), dispensando a necessidade de imagens com
resolugao mais alta e o que reduz custos adicionais e demandas de armazenamento
— barreiras importantes para a implementacéo da PD em locais emergentes. Nosso
trabalho obteve excelente concordancia entre as analises fisicas e digitais, em

alinhamento com a literatura existente.

Nos ultimos anos, um numero crescente de departamentos de patologia
comegcou a utilizar rotineiramente a digitalizacao total de [aminas (whole-slide imaging,
WSI) no diagndstico clinico, com varios estudos desde 2012 até o presente
confirmando a confiabilidade na acuracia diagnéstica (Azam et al., 2021c; Randell et
al., 2015; Silas et al., 2022b); entretanto, a maioria desses estudos concentra-se em
espécimes de patologia cirurgica, € ndo em laminas citoldgicas (Pantanowitz et al.,
2013a). Apenas alguns estudos abordaram questdes de validagao da patologia digital
em preparagdes citolégicas cervicovaginais (Goacher et al., 2017b). Neste trabalho,
demonstramos boa reprodutibilidade diagnéstica por meio de Iaminas digitalizadas,

embora com alguns fatores limitantes.

A discordancia diagnostica observada na identificagdo de bactérias (Bacillus,
Coccus e Lactobacillus sp.) em slides de citologia pode ser explicada pela aparéncia
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digital dos microrganismos nas laminas. A magnificagcdo mais utilizada nos estudos
de validagdo é 20x, pois resulta em tempos de digitalizagdo mais curtos e menor
necessidade de armazenamento (Al-Janabi; Huisman; Van Diest, 2012; Ibrahim et al.,
2020). Utilizamos a resolugao padrao de 20x neste estudo e, com base em nossos
resultados, uma magnificagdo maior provavelmente seria necessaria para avaliar a
flora citologica. Al-Janabi et al. sugeriram que Helicobacter pylori, Candida albicans e
Giardia duodenalis s&o frequentemente dificeis de diagnosticar com menos de 20x e
que uma ampliagcédo adicional de 40x proporcionaria maior precisdo e confianga (Al-
Janabi; Huisman; Van Diest, 2012). Para nossos avaliadores, foi dificil distinguir entre
Bacillus e Coccus. Em um estudo interessante de Borowsky et al., os patologistas
solicitaram magnificacdo de 40x para identificar H. pylori em bidpsias gastricas
(Borowsky et al., 2020). Por outro lado, a concordancia diagnostica em relacdo a
Candida spp. e Gardnerella/Mobiluncus foi melhor, provavelmente devido a facil

identificacdo desses microrganismos.

O sistema de dois niveis para lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau
(LSIL) e alto grau (HSIL) corresponde amplamente ao potencial carcinogénico do HPV
e ao grau das lesbdes escamosas (Clifford; Tully; Franceschi, 2017). Em relagao a
discordancia nos casos referidos como HSIL, observou-se que algumas regides das
laminas apresentavam alta densidade celular e, devido a limitagdo na focalizacdo no
plano Z (acima e abaixo) da imagem digital (Pantanowitz et al., 2013b; Shi et al.,
2021), os avaliadores acabaram sugerindo que as células indicavam uma lesao
displasica inespecifica, resultando o diagndstico de ASC-US em 21 casos. Outros
estudos ja relataram a dificuldade de focalizar diferentes eixos (principalmente o eixo
Z) em imagens digitais (Khurana, 2012; Thrall; Pantanowitz; Khalbuss, 2011). O
scanner utilizado em nosso estudo ja permite a digitalizagado de imagens em multiplos
planos Z; no entanto, o tempo de digitalizacédo e o tamanho do arquivo aumentam,
elevando o tempo em mais de 60%, o que dificulta o uso rotineiro dessa
funcionalidade. Entre os padrdes citoldgicos problematicos, particularmente em casos
de SIL (LSIL e HSIL), a presenca de elementos da lesdo em um fundo atréfico pode
levar a interpretagao equivocada como ASC-H (Alrajjal et al., 2021). Como mostrado
em um dos casos do estudo, o aumento da resolucdo da imagem pode favorecer uma

analise mais sensivel, conferindo maior confianga diagnédstica ao avaliador.
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A discordancia diagnodstica foi significativa na categoria ASC-US. Essa
categoria € reservada para casos de células escamosas atipicas nas quais nédo se
pode estabelecer displasia com certeza, como em avaliagbes de nucléolos, halo
perinuclear, sobreposi¢cdo de nucleos, binucleagdo, cromocentros e varias outras
caracteristicas (Alrajjal et al., 2021). Dependendo de fatores qualitativos e
quantitativos, casos duvidosos podem ser classificados como ASC (células
escamosas atipicas). Acreditamos que a falta de confianga e de detalhes nucleares
pode ter contribuido para o aumento do diagndstico de ASC-US em nossa série. A
frequéncia de ASC-US no estudo foi de 0%, provavelmente devido a selecao aleatéria
de casos com atipias do banco de amostras; no entanto, a frequéncia diagndstica de
ASC-US no laboratdério de referéncia utilizado no estudo é de 3%, abaixo do limite

geralmente aceito de 5% (Baena et al., 2021).

A patologia digital por meio de WSI ainda enfrenta varios fatores limitantes. O
alto custo de implementacéo, o tempo de digitalizagdo das laminas e o espago de
armazenamento estdo entre os principais exemplos. Além disso, a experiéncia do
usuario com imagens digitais pode afetar o resultado diagnédstico, exigindo que os
profissionais se familiarizem melhor com a tecnologia. Por outro lado, o WSI possui
muitas vantagens, como a possibilidade de consultar casos simultaneamente (por
visualizacdo em tempo real), além de servir como plataforma para o uso de
Inteligéncia Artificial (IA). Embora os esforgos atuais de aplicagao de aprendizado de
maquina em patologia estejam focados principalmente em histopatologia, diversos
estudos apontam o uso promissor da IA na citopatologia (Alrafiah, 2022; Landau;
Pantanowitz, 2019). Apesar de ja existirem varios softwares de IA aplicados a
citopatologia, a maioria foca em triagem e qualidade da amostra (McAlpine;
Pantanowitz; Michelow, 2021), mas ja existem trabalhos voltados para a analise direta
de atipias celulares em amostras citopatolégicas (Alrafiah, 2022; Landau;
Pantanowitz, 2019; Sanghvi et al., 2019), e esses algoritmos sao capazes até de
prever resultados histopatolégicos por meio apenas de imagens de citologia (Liu et
al., 2022). Além disso, a |IA poderia ser utilizada para detectar HPV de forma mais

rapida, direcionando pacientes para tratamento imediato (Bedell et al., 2020).

Estudos mostraram que interpretar e pontuar amostras coradas ao microscoépio

€ um processo trabalhoso, altamente visual e subjetivo (Al-Kofahi et al., 2011; Rizzardi
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et al., 2012, 2016). Assim, a patologia digital, combinada a inteligéncia artificial, pode
ser uma ferramenta valiosa para otimizar o processo de leitura de laminas de citologia

cervicovaginal e aumentar a precisao diagnostica.

Nesse contexto, a aplicagdo da patologia digital aliada a IA tem ganhado
espaco n&o apenas na citologia, mas também na histopatologia oncolégica, como no
cancer de pulmao. Ferramentas baseadas em aprendizado de maquina tém sido
utilizadas para identificar padrdes morfolégicos associados a diferentes subtipos
tumorais, o que permite analises mais rapidas e padronizadas. Essa integragao
tecnoldgica é especialmente relevante em estudos de caracterizagdo amostral, nos
quais a acuracia na identificagcdo dos subtipos histoldgicos e a correlagdo com dados
clinicos e epidemioldgicos sao essenciais para a compreensao do perfil da doenga

em populagdes especificas.

7.2 Aplicacao de IA a Patologia Digital

7.2.1 Caracterizagao das amostras e representatividade do estudo

A caracterizagdo clinica das amostras incluidas neste estudo reflete
adequadamente o perfil epidemioldgico do cancer de pulméao ndo-pequenas células
(CPNPC) descrito na literatura internacional. A predominancia do adenocarcinoma
(83,3%) sobre o carcinoma de células escamosas (16,7%) esta em consonancia com
a tendéncia epidemioldgica observada nas ultimas décadas, onde o0 adenocarcinoma
se tornou o subtipo histolégico mais frequente, representando aproximadamente 70-
80% dos casos de CPNPC (Siegel et al., 2023; Sung et al., 2021). Esta mudanga no
perfil histolégico tem sido atribuida principalmente as alteracbes nos habitos

tabagicos e a melhoria das técnicas diagndsticas.

A distribuicao etaria observada, com concentracio entre 60-80 anos, corrobora
os dados epidemiolégicos que demonstram que a idade mediana ao diagndstico do
cancer de pulmao situa-se em torno de 70 anos (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2023). A predominancia de bidpsias (68,1%) sobre pecas cirurgicas (31,9%) reflete a
realidade clinica contemporanea, onde a maioria dos pacientes com CPNPC é
diagnosticada em estagios avancgados e, portanto, ndo elegivel para ressecg¢ao
cirurgica. Esta tendéncia também se alinha com as diretrizes atuais que preconizam

a obtencao de material suficiente através de bidpsias minimamente invasivas para
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realizagdo de analises moleculares abrangentes (Lindeman et al., 2018a; Riely et al.,
2024).

7.2.2 Perfil molecular e implicagoes terapéuticas

A alta taxa de positividade para PD-L1 observada neste estudo (57,4%) merece
discussédo detalhada. Embora este valor seja superior as taxas tipicamente reportadas
na literatura para popula¢des néo selecionadas (40-50%), diversos fatores podem
explicar essa diferengca (Lindeman et al., 2018b); diferencas nas técnicas de
processamento, conservagao das amostras e critérios de avaliagao podem influenciar
os resultados. Outra razdo s&do as variagdes populacionais e geograficas na
expressédo de PD-L1, que tém sido documentadas, com algumas populagdes

apresentando taxas de positividade naturalmente mais elevadas.

A deteccao de alteragdes moleculares em 93,6% dos casos € notavelmente
alta e supera significativamente as taxas reportadas em estudos populacionais, que
tipicamente variam entre 60-80% (Fujiwara et al., 2018; Lindeman et al., 2018b). Essa
alta prevaléncia pode refletir a sensibilidade aprimorada das técnicas de NGS. E
importante considerar que a implementagdo rotineira de painéis moleculares
abrangentes tem revelado a presencga de alteragdes em genes anteriormente nao

testados, o que contribui para o aumento das taxas de detecgao global.

O perfil de alteragbes genéticas observado, com predominancia de TP53,
seguido por EGFR e KRAS, alinha-se com os dados da literatura internacional. As
mutacdées em TP53, encontradas como as mais frequentes nesta coorte, sao
consistentes com seu papel central na oncogénese pulmonar e detectadas em
aproximadamente 50-70% dos casos de CPNPC (Fujiwara et al., 2018; Garon et al.,
2015; Kris et al.,, 2014; Yang; Zhang; Wang, 2019). A presencga significativa de
alteracbes em EGFR e KRAS é particularmente relevante do ponto de vista
terapéutico, ao se considerar a disponibilidade de inibidores especificos para EGFR
(erlotinib, gefitinib, osimertinib) e o recente desenvolvimento de inibidores de KRAS
G12C (sotorasib, adagrasib) (Garon et al., 2015; Hong et al., 2020; Kris et al., 2014;
Rolfo et al., 2018; Skoulidis et al., 2021).
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7.2.3 Aplicagao de inteligéncia artificial na quantificacao celular e

tecidual

A implementacado de algoritmos de inteligéncia artificial para quantificacao
automatizada da composic¢ao celular e tecidual representa um avango metodologico
significativo em patologia digital. A enorme variabilidade observada na celularidade
das amostras (1.288 a 1.339.078 células por caso) ilustra de forma objetiva a
heterogeneidade intratumoral e intertumoral que caracteriza o CPNPC (Campbell et
al.,, 2016; “Comprehensive molecular profiling of lung adenocarcinoma”, 2014;
Gerlinger et al., 2012; Zhang et al., 2014). Esta heterogeneidade tem implicagbes
clinicas importantes, pois pode influenciar tanto a representatividade das analises
moleculares quanto a resposta terapéutica (“Comprehensive molecular profiling of

lung adenocarcinoma”, 2014; Kandoth et al., 2013).

A quantificagdo tecidual revelou uma composicdo média de 21,3% de tecido
tumoral, 27,5% de estroma e 51,2% de necrose. A predominancia de areas necroticas
€ um achado esperado em tumores avangados, mas tem implicagbes praticas
importantes para a patologia molecular. Areas necréticas ndo contribuem para a
deteccdo de alteragdes genéticas viaveis e podem comprometer a qualidade das
analises moleculares. Este achado reforca a importancia da selegao criteriosa de
areas tumorais viaveis, uma pratica ja estabelecida em patologia molecular, mas que
agora pode ser objetivamente quantificada através de ferramentas de IA
(“Comprehensive molecular profiling of lung adenocarcinoma”, 2014; Vergote et al.,
2022).

7.2.4 Correlagdes entre caracteristicas histolégicas e perfil molecular

A avaliagdo integrada de microambiente imune, morfometria tecidual e
variaveis gendmicas indica que as discrepancias biolégicas mais consistentes entre
os subtipos pulmonares residem na infiltracdo mieloide e na expressao de PD-L1,
enquanto a arquitetura macro e a carga gendmica global permanecem comparaveis.
A concentragao de granulécitos foi substancialmente maior nos adenocarcinomas do
que nos carcinomas escamosos (CECs) (p = 0,0048) e, dentro do grupo
adenocarcinoma, destacou-se a diferenga entre os padrdes solido e mucinoso (p =

0,41; p = 0,048) (“Comprehensive molecular profiling of lung adenocarcinoma”, 2014)
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(Wong; Campbell; Shepherd, 2015). Esses dados sugerem que o fendtipo glandular,
sobretudo o crescimento sélido, mantém eixo IL-8/CXCR2 mais ativo, favorecendo
recrutamento neutrofilico e potencial imunossupressao local (Alfaro et al., 2017a;
Weculek; Malanchi, 2015). O aumento limitrofe de macréfagos em acinar versus
mucinoso (p = 0,39; p = 0,051) corrobora a heterogeneidade da polarizagdo TAM em
padrdes glandulares classicos, hipotese relevante para terapias anti-CSF1R ou
moduladores de M2 (Cassetta; Pollard, 2018; De Palma; Lewis, 2013; Speeckaert et
al., 2012).

Nenhum parametro morfométrico bidimensional - area tumoral, estroma ou
necrose - distinguiu os subtipos (todos p > 0,05), o que indica limitada utilidade de
métricas estruturais para classificagdo quando a amostra é pequena ou derivada de
biépsia. A profundidade de leitura (~1 x 10°® reads) mostrou-se uniforme, excluindo
viés de cobertura, e nem VAF médio nem rendimentos absolutos de DNA ou RNA
apresentaram variagao estatistica robusta entre subgrupos (p > 0,05). Entretanto, o
TPS de PD-L1 atingiu = 90 % nos sarcomatoides (n = 2), permaneceu intermediario
nos adenocarcinomas solidos (= 25 %) e foi inferior a 20 % nos demais padrées - um
perfil compativel com o fendtipo “hiperimune” dos sarcomatoides descrito em séries
clinicas, que responde de forma pronunciada a bloqueio PD-1/PD-L1 (Abdelrahman
et al., 2018a; Carayol et al., 2013; Ko et al., 2016).

A auséncia de diferencas significativas apds analise, excetuando-se as
variaveis granulociticas e PD-L1, provavelmente reflete: (i) tamanho amostral
reduzido em subtipos raros e (ii) heterogeneidade genbémica intrinseca que néo se
traduz em variagbes de quantidade de acido nucleico bruto (Bernstein et al., 2016).
Consequentemente, estudos futuros devem ampliar a coorte de sarcomatoides e
mucinosos. Clinicamente, a inclusdo rotineira de imunoperfilagem de
neutréfilos/macrofagos e PD-L1 em laudos de bidpsia, bem como o desenho de
ensaios que estratifiquem adenocarcinomas soélidos para testes de inibidores de
CXCR2, emerge como estratégia racional para personalizar terapias e aprimorar
modelos preditivos em patologia digital (Abdelrahman et al., 2018a, 2018b; Bernstein
et al., 2016; Hackshaw, 2008).
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7.2.5 Relagao entre PD-L1 e caracteristicas tumorais

A associacdo observada entre alta expressdo de PD-L1 (= 50% TPS) e
aumento da infiltragdo granulocitica representa um achado notavel que pode refletir
as complexas redes imunossupressoras dentro do microambiente tumoral.
Granuldcitos, particularmente neutrofilos associados a tumores (TANs), tém sido cada
vez mais reconhecidos como moduladores-chave da imunidade antitumoral, com seu
recrutamento frequentemente correlacionado com fenétipos imunossupressores e
resisténcia a inibidores de checkpoint imunoldgico (Fridlender et al., 2009; Galdiero
et al., 2016; Powell; Huttenlocher, 2016; Zhang et al., 2024). O aumento substancial
na densidade de granulécitos em tumores com alta expresséo de PD-L1 sugere um
mecanismo potencial pelo qual a regulagao positiva de PD-L1 pode coincidir com ou
promover o recrutamento de neutréfilos, possivelmente por meio de vias de
sinalizagao de quimiocinas aprimoradas, como o eixo CXCL1/CXCL2-CXCR2 (Alfaro
et al., 2017b; Kargl et al., 2017a). Este achado é particularmente relevante, visto que
os neutrofilos podem suprimir as respostas das células T por meio de varios
mecanismos, bem como a producgao de arginase-1, a geragao de especies reativas
de oxigénio e a formacéo de armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETs), o que
contribui potencialmente para a evasao imune, apesar da alta expressdo de PD-L1
(Ramdass, 2014; Sagiv et al., 2015; Veglia; Perego; Gabrilovich, 2018).

O aumento progressivo da infiltragao linfocitaria com niveis mais elevados de
TPS, embora aparentemente paradoxal dado o contexto imunossupressor,
provavelmente reflete a complexa relagao bidirecional entre a expressao de PD-L1 e
a presenca de células T no microambiente tumoral. A alta expressdo de PD-L1
frequentemente representa um mecanismo de resisténcia imune adaptativa
desencadeado pela producgao de interferon-y pelos linfécitos que se infiltram no tumor,
criando um ciclo de retroalimentacdo onde o aumento da infiltracdo de células T
impulsiona a regulagdo positiva de PD-L1 como uma resposta contrarregulatoria
(Ribas; Wolchok, 2018; Spranger et al., 2013; Taube et al.,, 2012). No entanto, a
presenga concomitante de granulécitos elevados no grupo com TPS 250% pode
comprometer a eficacia antitumoral desses linfécitos infiltrantes, o que evidencia que
a alta expressao de PD-L1 por si s6 pode nao ser suficiente para prever a resposta
do inibidor do ponto de controle imunolégico (Fridman et al., 2017; Gajewski;
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Schreiber; Fu, 2013; Kargl et al., 2017b). Esses achados ressaltam a importancia de
considerar o contexto imunolégico mais amplo, além da expressdo de PD-L1, visto
que o equilibrio entre linfécitos efetores e granuldcitos imunossupressores pode, em
ultima analise, determinar os resultados terapéuticos em pacientes recebendo terapia
anti-PD-1/PD-L1.

7.2.6 Qualidade molecular e fatores determinantes

Os resultados obtidos demonstram que a proporcao de células tumorais
apresenta uma correlagcdo positiva e estatisticamente significativa com os
rendimentos de DNA e RNA; mais evidente para o RNA (p = 0,44; p = 0,008) do que
para o DNA (p = 0,39; p = 0,025). Esses achados sugerem que a quantidade relativa
de tecido neoplasico dentro da amostra influencia diretamente a eficiéncia da extragao
de acidos nucleicos, especialmente de RNA, que € mais sensivel a integridade celular

e as condicdes do microambiente.

A maior correlacdo com o RNA pode ser explicada pelo fato de que células
tumorais, em geral, possuem maior atividade transcricional e conteudo citoplasmatico
mais abundante, além de serem menos sujeitas a degradagdo por necrose ou
envelhecimento celular do que outras populagdes celulares, como estroma ou células
inflamatdrias (Acharayothin et al., 2023; Jo et al., 2016a; Zatzman et al., 2022). Assim,
amostras com maior fragao tumoral tendem a conter mais RNA integro e amplificavel,

refletindo-se em melhores rendimentos (Acharayothin et al., 2023; Jo et al., 2016b).

No caso do DNA, embora a correlagdo também tenha sido significativa, o
impacto da proporg¢ao tumoral foi ligeiramente menor, o que pode estar relacionado a
maior estabilidade do DNA no ambiente fixado em formol e a contribuicdo de outras
células viaveis (como fibroblastos e células inflamatérias) para o total de DNA extraido
(Srinivasan; Sedmak; Jewell, 2002a). Esta correlagédo fornece uma base objetiva para
as diretrizes que recomendam um minimo de 20% de células tumorais para analises

moleculares adequadas (Lindeman et al., 2018c; Souza da Silva et al., 2022a).

Esses resultados sustentam a pratica de avaliar a propor¢ao tumoral antes da
extragdo molecular, reforgcando a importancia de estratégias como macrodissecg¢ao
dirigida e quantificacdo automatizada por IA, sobretudo quando se objetiva otimizar a

qualidade e a quantidade de material genético para analises de NGS. Em contextos



78

de amostras limitadas, como bidpsias endoscopicas ou agulhas finas, tal avaliagéo
torna-se ainda mais critica para evitar falhas técnicas e garantir a confiabilidade dos

dados moleculares.

A correlagao significativa entre a presenca de fibroblastos e a concentragéo de
DNA (p =0,57; p < 0,001) é um achado intrigante que merece investigagao adicional.
Os fibroblastos, como células estromais viaveis, podem contribuir para a quantidade
total de DNA total extraido, mas também podem indicar areas de tecido com maior
grau de preservacao (Bass et al., 2014b; Von Ahlfen et al., 2007). Esta observacéao
sugere que a avaliagdo da qualidade do estroma pode ser um indicador util da

viabilidade geral da amostra para analises moleculares.

Um achado particularmente surpreendente foi a auséncia de correlagao entre
a idade dos blocos de parafina e a qualidade molecular (DNA: p = -0,07, p = 0,658;
RNA: p = -0,13, p = 0,434). Este resultado desafia o paradigma tradicionalmente
aceito que associa diretamente o tempo de armazenamento com a degradagao dos
acidos nucleicos. Diversos fatores podem explicar esta observagao: primeiro, as
condigdes de fixagao (tipo de fixador, tempo de fixagédo, temperatura) podem ter maior
impacto na preservacao que o tempo de armazenamento; segundo, as condigbes de
armazenamento (temperatura, umidade, luz) podem ser mais determinantes que a
duracao; terceiro, melhorias nas técnicas de extracdo e amplificacdo podem ter
aumentado a capacidade de recuperar acidos nucleicos de amostras mais antigas
(Gilbert et al., 2007; Srinivasan; Sedmak; Jewell, 2002b).

7.2.7 Frequéncia alélica variante e implicagoes técnicas

A anadlise da frequéncia alélica variante (VAF) fornece insights importantes
sobre os fatores técnicos que influenciam a deteccao de mutagdes somaticas. A
correlagao significativa entre VAF e concentragado de DNA (p = 0,41; p = 0,020), mas
nao com a composigao celular especifica, sugere que a qualidade da extragéo de
DNA é mais determinante para a detecgao sensivel de variantes que a composigao
histologica da amostra. Esta observacao tem implicagbes praticas importantes:
laboratorios devem priorizar a otimizacao de protocolos de extragao sobre a selegcao

de areas histologicas especificas.
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Como nao foi realizada extragdo seletiva apenas da regido tumoral, mas sim
do tecido como um todo — bem como componentes tumorais, estromais,
inflamatorios e eventuais areas de necrose —, optou-se por analisar 0 numero de
reads de DNA em fungdo da proporgao de células tumorais em relagao ao total de
células presentes no tecido. Essa proporc¢ao foi definida como a razao entre o numero
de células tumorais e 0 numero total de células quantificadas na amostra, refletindo o

peso relativo do componente neoplasico no material analisado.

Os valores obtidos demonstraram um coeficiente de correlacdo de Spearman
p =0,14 (p = 0,174), indicando auséncia de correlagao estatisticamente significativa
entre a fracdo tumoral e o numero de reads gerados. Esse resultado sugere que,
mesmo em amostras com baixa propor¢ao de células tumorais, € possivel obter um
alto rendimento de reads, desde que o total de células presentes seja suficiente para
fornecer quantidade adequada de DNA. Assim, o desempenho técnico do
sequenciamento parece depender mais da densidade celular global do tecido do que
da proporcao tumoral isoladamente, portanto, em amostras heterogéneas, a fragao
tumoral isoladamente ndo é um preditor confidvel do desempenho molecular,
especialmente em termos de rendimento de reads. Esse achado reforga a importancia
de estratégias complementares, como a macrodissecgéao dirigida da area tumoral ou
a estimativa visual bem controlada da celularidade neoplasica por patologistas
experientes, com 0 objetivo de otimizar a representatividade do material tumoral
utilizado para analises genémicas. Tais abordagens tornam-se ainda mais relevantes
no contexto da oncologia de preciséo, onde a acuracia da caracterizagdo molecular

impacta diretamente as decisdes terapéuticas.
7.2.8 Limitagoes do estudo e consideragc6es metodologicas

Algumas limitagdes importantes devem ser reconhecidas neste estudo. O
tamanho amostral relativamente pequeno (n=47) pode limitar a generalizagdo dos
achados, especialmente para subgrupos menos frequentes como o carcinoma
sarcomatoide. O desequilibrio significativo entre casos com alteragdes moleculares
(n=44) e sem alterag¢des (n=3) compromete a analise estatistica deste parametro e

pode refletir um viés de selecao.
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7.2.9 Implicagoes clinicas e translacionais

Os resultados deste estudo tém diversas implicagdes para a pratica clinica e o
desenvolvimento de medicina de precisdo em oncologia. A capacidade de quantificar
objetivamente caracteristicas do microambiente tumoral que impactam tanto o
prognostico quanto a resposta terapéutica através de IA representa um avango
significativo. A predicdo da qualidade molecular baseada em caracteristicas
histolégicas pode otimizar o fluxo diagndstico, o que reduz falhas técnicas e custos
laboratoriais (Burki, 2021; Coudray et al., 2018; Madabhushi; Lee, 2016d).

As diferengas observadas no microambiente imune entre subtipos histologicos
sugerem que a estratificagdo para imunoterapia pode se beneficiar de analises mais
sofisticadas que a avaliagao isolada de PD-L1. A integragdao de multiplos parametros
do microambiente tumoral pode resultar em biomarcadores compostos mais

informativos e clinicamente Uteis.

Do ponto de vista de controle de qualidade laboratorial, a validacido de que
caracteristicas morfologicas predizem qualidade molecular oferece uma ferramenta
valiosa de controle de qualidade pré-analitico. Esta abordagem pode permitir a
triagem de casos com maior probabilidade de sucesso nas analises moleculares, o

que gera economia de recursos e de demanda de trabalho.
7.2.10 Perspectivas futuras

Os achados deste estudo abrem diversas avenidas para investigacao futura. A
validacéo destes resultados em coortes maiores e multicéntricas sera essencial para
confirmar sua aplicabilidade clinica. A integracdo destes dados morfologicos e
moleculares com informagdes de resposta terapéutica e sobrevida podera resultar no

desenvolvimento de modelos preditivos mais robustos.

O desenvolvimento de algoritmos de aprendizado de maquina que integrem
multiplos parametros morfolégicos, moleculares e clinicos representa uma
oportunidade para criar ferramentas de apoio a decisao clinica mais sofisticadas. A
expansao desta abordagem para outros tipos tumorais podera validar a aplicabilidade

geral destes conceitos em patologia digital.
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8. CONCLUSAO

Este estudo demonstra de forma inequivoca que PD representa uma
transformacao paradigmatica no diagndstico anatomopatolégico, transcendendo sua
aplicacdo operacional para se consolidar como plataforma integradora entre
morfologia, genémica e inteligéncia artificial. A implementagdo exitosa em um
laboratorio com recursos limitados valida a viabilidade técnica e econbmica da
transicao digital além dos grandes centros académicos, estabelecendo um modelo

replicavel para a democratizagao tecnoldgica na patologia oncoldgica.

A rigorosa validagao diagnodstica confirmou alta concordancia entre leituras
digitais e convencionais, mesmo em preparagdes citoldégicas desafiadoras com
sobreposig¢ao celular e presenga de microrganismos. Estes resultados, sustentados
por protocolos bem estruturados e treinamento adequado, consolidam a credibilidade
da PD como método diagndstico primario, superando barreiras técnicas

historicamente associadas a digitalizagdo de amostras complexas.

A quantificacao automatizada da composicao celular e tecidual emergiu como
ferramenta estratégica para otimizagao das analises moleculares, o que demonstra
correlacao direta entre celularidade morfologica e qualidade do material genético
extraido. Simultaneamente, a auséncia de correlacao entre idade do bloco parafinado
e viabilidade molecular desafia paradigmas estabelecidos, redirecionando o foco para
fatores técnicos controlaveis e o que evidencia a necessidade de revisao de critérios

pré-analiticos convencionais.

A analise multidimensional integrada revelou associagdes significativas entre
padrdes morfoldgicos digitais, composi¢cao do microambiente imune e perfil genébmico
tumoral. Particularmente relevante foi a identificagdo do papel dos granulécitos como
potenciais moduladores da expressao de PD-L1, o que sugere novos biomarcadores
compostos que podem aprimorar a estratificacido de pacientes para imunoterapia.
Estas descobertas exemplificam o potencial da PD em gerar insights clinicos que
transcendem a capacidade da analise morfolégica isolada.

Os resultados obtidos posicionam a Patologia Digital como eixo central na
evolucdo da medicina de precisdao oncoldgica. A capacidade de integrar dados
morfolégicos quantitativos, perfis moleculares e analises preditivas por inteligéncia

artificial estabelece um novo padrdao de acuracia diagnostica e estratificagcao
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terapéutica. Este modelo integrado oferece potencial para reduzir disparidades no
acesso a tecnologias avangadas, o que promove maior equidade na implementacéo

da medicina personalizada.

Este trabalho estabelece fundamentos sodlidos para o desenvolvimento de
algoritmos preditivos mais sofisticados, capazes de orientar decisbées terapéuticas
baseadas em multiplas camadas informacionais. A metodologia validada abre
caminho para estudos multicéntricos e implementagédo em larga escala, consolidando
a Patologia Digital como componente essencial do diagnostico oncologico

contemporaneo e catalisador da transformacéo digital na medicina laboratorial.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

Cervical cancer is the second most common form of cancer and a leading cause of
premature death among women aged 15 to 44 worldwide. In Brazil, there is a high prev-
alence of infection by the human papillomavirus - HPV. Digital pathology optimizes time
and space for reading cervicovaginal cytology slides. We evaluated the feasibility of
using whole slide images (WSI) for the routine interpretation of cytology exams. A total
of 99 cases of vaginal cytology were selected from a reference laboratory in Northeast-
ern Brazil. Three cytotechnicians participated in the study. Cellular atypia was the one
that most presented concordance values. Two observers almost perfectly agreed
(k = 0.86 and k = 0.84, respectively) on the negative diagnoses. The performance of the
evaluators for NILM (negative for intraepithelial lesion and malignancy) showed high
reproducibility and sensitivity in the digital slides, mainly between evaluators A and C. In
contrast, the microbiology group showed disagreement between the diagnoses by digital
slides and the standard- gold. The concordance between the digital diagnoses and the
gold standard for ASCUS was 89%. In the inflammatory category, Spearman's test
showed similar results between raters A, B, and C (rs = 0.47, rs = 0.41, and rs = 047,
respectively). This study reports the diagnostic validation using digital slides in view of
the need to optimize the cytology visualization process. Our experience shows good
diagnostic agreement between digital and optical microscopy in several analyzed catego-
ries, but mainly in relation to cellular atypia and inflammatory processes.

KEYWORDS
cytology, digital pathology, telecytology

prevention of cervical cancer. In Brazil, 16.710 new cases of
cervical cancer are diagnosed, and 6.596 women die from the dis-

Cervical cancer is the second most common form of cancer and a
significant cause of premature death among women aged 15 to
44 years worldwide." Due to advances in screening and medical
care, it can be highly preventable and treated if detected in its
early stages. The Brazilian population has a high prevalence of
Human Papillomavirus - HPV - infection,® highlighting the urgent
need for a better approach to traceability, early diagnosis, and

ease annually, according to the National Cancer Institute (INCA,
2022). Since the 1950s, the Pap smear test has been used for
screening,? and currently, it may be coupled with detecting high-
risk HPV DNA®# as a standard screening and diagnostic approach
worldwide. In Brazil, cervical cancer screening began officially in
1996, being implemented in the Unified Health System (SUS), with
more than 6 million Pap smear tests per year. Unfortunately, it is

Diagnostic Cytopathology. 2023;1-9.
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estimated that 67% fewer tests were offered to women because
of the emergency of the Covid-19 pandemic.’

One of the limiting factors for nationwide test availability is the
number of professionals who can evaluate slides and render diagno-
ses. In this scenario, whole slide imaging (WSI) and a digital workflow
emerge as a proposal for optimizing time and space.®”

Whole slide imaging was first developed in 1986, and since then,
several studies have been conducted to show diagnostic comparability
between digital images and physical slides.” The ability to digitize an
entire pathology glass slide has been transformative in the pathology
world and has spawned numerous clinical, educational, and research
applications.*® 12

Most histological preparations can be digitized (H&E, IHC, special
stains, for example).** Among these, scanning has been increasingly
used.’® However, there are several limiting issues to using scanned
slides in routine clinical practice, including diagnosis time, image qual-
ity, visualization system experience, evaluator acceptance of the tech-
nology, cell overlap, thick and dense smears of cells, cells in different
focal fields, and even obscure foreign material.'®'® In this study, we
evaluated the feasibility of using whole-slide images for routine inter-
pretation of cervicovaginal cytology exams, aiming to compare the
visualization modes (slide and digital). We also include data about
the time to diagnosis using digital slides and the fidelity of the images
as measured by the professionals.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Selection of cases

A total of 100 vaginal cytology slides from a reference laboratory in
Northeastern Brazil were retrospectively selected from a bank of cases
diagnosed with standard physical slides, including sequential slides with
epithelial atypia (50), that is, squamous intraepithelial lesions
(ASCUS - Atypias of Undetermined Meaning in Squamous Cells; LSIL -
Low-grade squamous intraepithelial lesion; ASC-H - Squamous Cell Aty-
pia, high-grade lesion cannot be ruled out; HSIL - High-Grade Intrae-
pithelial Lesion) and slides without any epithelial cellular alterations (50).
Within each group, the slides were randomly selected in the same
period. These 100 cases were digitized, and all slide images were made
available blindly to the same evaluators who had read the physical slides.
Cases had been processed using the SurePath-based liquid preparation
using standard procedures. Each slide received an unidentified number,
blind to the cytotechnicians. Three experienced cytotechnicians partici-
pated in the analysis using full digital images. The diagnosis previously
established on a glass slide was established as the gold standard. An
experienced pathologist participated in the design and data analyses.

2.2 | Digital images

All slides were scanned on the MoticEasyScan Infinity 100 (Motic,
Vancouver, CA) at 20x magnification (0.52 um/pixel) at the default

quality setting and scanned using automatic tissue detection. The slide
image files were stored on a Dell server with 8 GB of RAM and a1 TB
hard drive. The digitized images were shared with the evaluators
through an online system, in which each cytotechnician had access to
all 100 slides individually. The screens used for visualization had a
1280 x 1084 pixels resolution.

2.3 | Interpretation

The physical slides were seen in an Olympus CX22® microscope,
using lenses with 20x and 40x magnifications with 10x objectives.
All slides showing some cellular atypia were reviewed by an
experienced pathologist, and the diagnoses were confirmed prior to
sign-out. The evaluators had 1 week to read the digital slides. Before
analyzing the digital images, the evaluators underwent basic training
in the visualization system. For each case, the evaluator generated a
GoogleForms® form containing diagnoses based on the current
Bethesda classification.'” At the end of the analysis, a general report
was generated. One of the slides presented a corrupted image; thus, it
was removed from the study.

24 | Statistical analysis

Cohen's Kappa coefficient was calculated to assess interobserver
and intraobserver agreement in analyses using physical and digital
slides. Based on the Landis and Koch guidelines, k (kappa) values
were interpreted as 0-0.2 representing poor agreement, 0.2-0.4
fair, 0.4-0.6 moderate, 0.6-0.8 substantial, and 20.8 perfect agree-
ment.?® Also, the Spearman test was calculated to measure the
strength of the correlation between the analyses. The percentage
of identically classified cases and the weighted Cohen's k statistic
were computed to measure the interobserver and intraobserver
agreement of variables with different score levels. The diagnostic
rates of physical and digital slides were compared using the chi-
square test. The ROC curves for the observers and the respective
areas under the curve were estimated from the negativity variables
and cell atypia score to compare the quality levels; the respective
95% confidence interval (Cl) was calculated. Finally, the evaluators
answered a questionnaire about the diagnosis time and the reliabil-
ity perception of the digital images to the physical ones. The value
of p<.05 was used to consider significant Kappa, Spearman, and
Chi-square values. Analyzes were performed using IBM SPSS Sta-
tistics 26.0 and Launch Epilnfo 7.2.4.0 software.

3 | RESULTS

The present study finally included 99 cytology slides (Pap smears).
The median age of the women who participated in the study was
32 years old, with an average of 33.8 years old. All slides (99/99) were

considered satisfactory by the evaluators.
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de VELOZO et AL
TABLE 1 Time and diagnostic confidence questionnaire results.
A B C
Mean Median Mean Median Mean Median
Time (min) 10.1 9 8.2 9 10.29 10
Confiability 551 6 2 7 9.2 9

Note: *Parameterization considered from 1 to 10 for each image
evaluation.

3.1 | Slide scanning performance

The mean scanning time per slide was around 2 min, with an average
of 2.4 min. The average time for diagnosis by glass slides and WSI by
the evaluators was recorded (Table 1). The overall average time to
assessment per case using WSI was 9.53 min, with observer C having
the longest average time. The level of confidence in the digital images
of each evaluator was also measured. Each reviewer's confidence rat-
ing, selected on a 10-point scale, is shown in Table 1. Observer C had
the highest confidence in the digital images, with an average of 9.2 on
a 10-point scale. Of the complaints relaxed by the evaluators in rela-
tion to the quality of the slides, the most frequent occurred in images
that presented regions with high cellular density, and, on the slide, it
was not possible to adjust the focus on the Z-axis (Figure 1).

3.2 | Diagnostic differences

The results of the diagnostic differences between the views are pre-
sented in Table 2. The cell preservation status and microbiology diag-
nosis groups showed the highest disagreement between the
diagnoses using WSI and the gold standard. For one observer (A), in
the microorganism group, the majority of the readings were statisti-
cally different between physical and digital evaluations. For
observer C, in contrast, only the diagnosis of Lactobacillus was signifi-
cantly different (p = .001) between physical and digital slides. The cell
atypia diagnosis group variables showed the best diagnostic agree-
ment (Table 2), and only for ASC-US a diagnostic difference among
cytotechnicians were observed (p < .05).

3.3 | Agreement values

The concordance values between all three observers are shown in
Table 3. The microbiology group showed the lowest concordance
values. Candida spp. and Gardnerella/Mobiluncus showed moderate
concordance rates between observers, and there was no concordance
between Bacillus, Coccus, and Lactobacillus sp. (Table 3).

The presence of representative epithelium, degree of cellular
atypia, inflammation, and benignity showed good inter-observer
agreement values (Table 3). Regarding the absence of atypia or malig-
nancy, observers A and C showed almost perfect agreement (k = 0.86
and k = 0.84, respectively), and observer B showed moderate

FIGURE 1
with basophilic cytoplasm and vesicular nucleus are observed.
Immature squamous metaplastic cells with cytoplasmic processes,
nuclei with regular borders, and finely granular chromatin are noted.
Parabasal squamous cells at the center of the image exhibit enlarged,
irregular nuclei and dense chromatin.

Liquid-based cytology. Intermediate squamous cells

agreement (k = 0.60). A similar result was observed for low-grade
intraepithelial lesions (LSIL). For atypical squamous cells of undeter-
mined significance (ASC-US), agreement ranged from 82.5% to 99%.
Two specific digital cases were diagnosed as ASC-H by the 3 evalua-
tors (Figures 1 and 2); however, by physical slide, it had been diag-
nosed as LSIL. To check if the image resolution could affect the
diagnosis, additional scanning for this particular case was performed
with 40x magnification and redistributed for analysis; the case was
diagnosed as LSIL using a digital slide by all 3, underscoring the need
for high magnification scanning for accurate analyses. Something simi-
lar happened with another case, which the evaluators diagnosed as
ASCUS, but it was an LSIL case (Figure 3).

In the inflammatory process category (Table 3), Spearman's r
(rs) test showed similar results for raters A, B, and C (r = 0.474,
r=0.413, and r = 0.477, respectively), showing a moderate strength
of association between the digital analyzes compared to the gold
standard.

34 | Intermodal discrepancy

Table 4 shows the result of selected cases that had any cellular atypia
defined by physical slide analysis (gold standard) in relation to the
result of analysis using the digital slide. Evaluator C was the one who
most agreed regarding the NILM cases; on the other hand, he was the
one who showed the greatest disagreement regarding the ASC-US.

3.5 | Diagnostic sensitivity using digital images

The performance of the evaluators to evaluate NILM showed high
reproducibility and sensitivity in the digital slides, mainly for evalua-
tors A (Sensitivity 95.8%; Specificity 98%; pAR®® = 0.000) and C
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FIGURE 2 Liquid-based cytology. Superficial squamous cells with
intracytoplasmic keratohyaline granules are observed. Intermediate
squamous cells with basophilic cytoplasm reveal cocci and bacilli flora.
Squamous cells in the center of the image exhibit an enlarged nucleus,
irregular contours, dense chromatin, and a clear perinuclear halo. This
case was initially diagnosed as LSIL but on digital imaging, as ASCUS.

FIGURE 3 Liquid-based cytology. Superficial squamous cells are
seen, with keratohyaline granules, slightly enlarged, regular nuclei,
homogeneous chromatin, and a small clear perinuclear halo. This case
was initially diagnosed as LSIL but on digital imaging, as ASCUS.

(Sensitivity 96%; Specificity 87.5%; pC*°¢ = 0.000), as demonstrated
by the ROC curves (Figure 4). Even with a lower sensitivity value than
the others, rater B showed increased specificity compared to the other
raters (Sensitivity = 70.6%; Specificity = 89.4%; pBR°C =0.000). It
was not possible to state good reproducibility regarding cellular atypia
diagnosed with a digital slide, as the p-value was not significant.

4 | DISCUSSION

Digital pathology is widely used in cancer research today.?" In recent
years, an increasing number of pathology departments are started to
use whole-slide imaging routinely in clinical diagnosis, with several
studies from 2012 to the present confirming reliable diagnostic accu-

racy’®?2-2%. however, most of these studies focus on surgical

pathology specimens rather than cytology slides.'? Only a few studies
have addressed digital pathology validation issues in cervicovaginal
cytology preparations.’® Here we demonstrate good diagnostic repro-
ducibility using digitized slides, with some limiting factors.

The diagnostic disagreement seen between the identification of
bacteria (Bacillus, Coccus, and Lactobacillus sp.) can be explained by
the digital appearance of the microorganisms on the slides. The most
used scanner magnification is 20x in many validation studies, which
results in shorter scanning times and less storage'® space.??°?% We
used the standard 20x resolution for this study, and based on our
results, a higher magnification would likely be needed to assess the
cytological flora. Al-Janabi et al. suggested that Helicobacter pylori,
Candida albicans, and Giardia duodenalis are often difficult to diagnose
with <20x, and an additional 40x would provide more accuracy and
confidence.!® For our evaluators, it was difficult to distinguish
between Bacillus and Coccus. In an interesting study by Borowsky
et al., pathologists requested a 40x magnification for some slides to
be able to identify H. pylori in gastric biopsies.?? On the other hand,
diagnostic agreement regarding Candida spp. and Gardnerella/
Mobiluncus was hitherto better, probably due to the easy identifica-
tion of these microorganisms.

The two-level system of low-grade SIL (LSIL) and high-grade SIL
(HSIL) corresponds broadly to the carcinogenic potential of HPV and
the degree of squamous lesions.?” Regarding the disagreement
between cases referred to as HSIL, it was observed that some regions
of the slide had high cell density, and due to the limitation in adjusting
the focus in the Z plane (up and down) of the digital image,?®?° the
evaluators ended up suggesting that the cells indicated an unspecified
dysplastic lesion and in 21 cases suggested the diagnosis of ASCUS.
Other studies have already reported the difficulty of focusing on dif-
ferent axes (mainly the Z axis) using digital images.*>** The scanner
used in our study already has the possibility of scanning images in sev-
eral z-planes; however, scan time and image storage size increase con-
siderably, increasing scan time by more than 60%, making it difficult
to establish z-plane images as a routine analysis. Of the problematic
patterns on cytology slides, particularly in cases of SIL (LSIL and HSIL),
elements of the lesion appearing against a background of atrophy can
lead to a misinterpretation of ASC-H.%? As shown in one of the study
cases, increased image resolution may favor a more sensitive analysis,
giving the evaluator greater diagnostic confidence.

Diagnosis disagreement showed a significant difference in the
ASCUS category. The ASCUS category is reserved for cases of atypi-
cal squamous cells where dysplasia cannot be established with cer-
tainty, such as evaluation of nucleoli, perinuclear halo, nucleoli
overlap, binucleation, chromocenters, and many other features.*?
Depending on qualitative and quantitative factors, doubtful cases may
fall under the category of ASC (atypical squamous cell). We believe
that the lack of confidence and nuclear details may have increased the
diagnosis of ASCUS in our series. The frequency of ASCUS in
the study was 0%, probably due to the random selection of cases with
atypia from the sample bank; however, the frequency of diagnostic
ASCUS in the reference laboratory used in the study is 3%, below the
limit commonly reported under 5%.%*
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TABLE 4 Overview of discrepant
intermodality diagnoses rendered by

pathologist A, B and C.

A (wsl)
NILM ASC-US LSIL ASC-H HSIL Total®
Reference Standard NILM 46 0 1] 0 0 50
ASC-US 0 0 0 0 0 0
LSIL 0 0 29 1 3 37
ASC-H 0 0 3 0 0
HSIL 0 1 2 1 1
Total 46 1 34 2 4
B (Wsl)
NILM ASC-US LSIL ASC-H HSIL Total*
Reference Standard NILM 35 5 0 0 0 50
ASC-US 0 0 2 0 0 0
LSIL 3 9 25 0 0 37
ASC-H 2 0 1 0 1
HSIL 0 0 6 0 0 6
Total 40 14 35 0 1
C(wsl)
NILM ASC-Us LSIL ASC-H HSIL Total”
Reference Standard NILM 49 0 [} 1] 1] 50
ASC-US 0 0 0 0 0 0
LSIL 12 20 ] 0 37
ASC-H 1 3 1 0
HSIL 3 1 3 1 0
Total 55 14 26 2 0

Note: The diagonal values are the concordance between the evaluator's diagnosis and the gold standard.

The brown color indicates only the diagonal values which are the common values for digital analysis and

physical analysis.

*The difference between the number of cases and the diagnosis is due to the cases classified as not

evaluated (N.E.).
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FIGURE 4 Receiver operating characteristics (ROC) for Negative Intraepithelial Lesion and Malignancy (NILM). ROC curves demonstrate the
level of assessment sensitivity for NILM on digital slides. A = ROC curve of evaluator A; B = ROC curve of evaluator B; C = ROC curve of

evaluator C. For all curves, a p-value <.05 was reached.

103

A1) 00 Aty e S * A pep Tubfuy - an S Aq 6025 ORTO01 01 005 S I Iggau o s W) o ‘0 6EE0L601

&

) SISO P SHEAL St 8 [¢70

Ay

i

SIS SUOMINNZ SAIEAL SIqEadde S A EAOT SIR SH{AUE Y 1SN 0 SN 0] SEIGE] NG K1 U0



de VELOZO et AL.

¢ | WILEY.

Digital pathology using WSI still faces several limiting factors.
Higher implementation cost, slide scanning time, and storage space
are some of the most prominent examples. In addition, user experi-
ence with digital imaging may affect the diagnosis result, thus requir-
ing professionals to become more familiar with the technology. On
the other hand, WSI has many advantages, such as the possibility of
consulting cases simultaneously (via real-time visualization) and can
serve as a platform for the use of Artificial Intelligence (Al). Even
though most current machine learning application efforts in pathol-
ogy have focused mainly on histopathology, several studies point to
the promising use of Al in cytopathology.>*3 Although there is
already several Al software applied to cytopathology, most focus on
screening and sample quality,® there are already works focused on
the use of Al for direct analysis of cellular atypia in cytopathology

samples.as'37

and these algorithms can even predict histopathologi-
cal results using only cytology images.®® In addition, Al could be used
to act in the faster detection of HPV, directing patients to immediate
treatment.*’

Studies have shown that using a microscope to interpret and
score stained samples is labor-intensive and a highly visual and subjec-
tive process.“®*? In this way, digital pathology, combined with artifi-
cial intelligence, can be a valuable tool for optimizing the reading
process and cervicovaginal cytology slides and increasing diagnostic
accuracy.
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