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ABSTRACT

Digital Cytology consists in the conversion of a glass slide into a digital image. The application of digital
cytology in education, conferences, telecytology, publications and cytology websites has shown increased
accessibility to cytology, along with the quality and efficiency improvement of the health services.

In this study we intend to develop an Online Slide Library of gynecological cytology available to students for
the gynecological cytology

One hundred samples of gynecological cytology were selected and scanned by the whole slide imaging
method. The Online Slide Library was created with HyperText Markup Language 5 and the digital images sharing
within the Library was conducted using the institution network server.

In education, the Online Slide Library developed allows the easier access to the study of gynecologic
cytology as well as the access to rare and/or old samples. Also several students can observe the same case
simultaneously with this method of digital cytology.

The results of the present work allow to conclude that the Online Slide Library is a complementary tool for
the gynecological cytology study.
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Desenvolvimento de uma laminoteca digital
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RESUMO

A citologia digital consiste na conversao de um esfregaco em lamina de vidro numa imagem em formato
digital. Cada vez mais se recorre a citologia digital para aplicacdo em vérios contextos, nomeadamente na
educagdo, conferéncias, telecitologia, publicagbes e em péaginas de Internet, o que permite uma maior
acessibilidade a citologia e aumenta a qualidade e a eficiéncia dos servigos de Saude.

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver uma biblioteca de laminas (Laminoteca) online de
amostras de citologia ginecoldgica, acessivel aos estudantes, para o estudo da citologia ginecoldgica.

Cem casos de citologia ginecoldgica foram selecionados e digitalizados segundo o método whole slide
imaging (WSI). A Laminoteca Digital foi desenvolvida em HyperText Markup Language 5. A partilha das imagens
digitais na Laminoteca Digital foi feita com recurso ao servidor de rede da instituicdo de ensino.

A Laminoteca desenvolvida aplicada na educagéo permite aos estudantes uma maior facilidade de acesso
ao estudo da citologia ginecol6gica, bem como 0 acesso a amostras raras e/ou antigas. Utilizando este método,
€ ainda possivel varios estudantes observarem simultaneamente 0 mesmo caso.

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que a Laminoteca Digital demonstra ser uma

ferramenta complementar Gtil no estudo da citologia ginecoldgica.

Key-words: Citologia Digital, Laminoteca Online, Citologia Ginecoldgica, Educagéo
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INTRODUCAO

A inovacao tecnoldgica tem cada vez mais impacto
nos métodos e técnicas de diagnostico das diversas
areas de intervengcdo na saude. Na citopatologia, os
microscopios oOticos tém vindo a ser continuamente

desenvolvidos com vista a melhoria continua da
ergonomia e da qualidade de imagem. Neste sentido, o
avanco da tecnologia aliado aos constantes desafios do
de

microscopios com a capacidade de digitalizacdo de

diagnéstico impulsionaram o desenvolvimento
preparag@es citoldgicas cuja utilidade tem sido crescente
da area’®. Na Anatomia
de

da histologia,

entre os profissionais

Patolégica, a digitalizagdo amostras  tém

revolucionado as Aareas citologia,
imunohistoquimica e citogenética, contribuindo para uma
automatizacao diagndstico™®.

Na Saude, a utilizagcdo mais basica da citologia
digital aplica-se ao arquivo de |aminas, permitindo aos
servicos de saude uma melhor gestdo do espaco fisico
do laboratdrio, facilidade de acesso e ainda a qualidade
e integridade da imagem citolégica ao longo do tempo7.
No ambito do diagnéstico, a revisdo de casos ou o
pedido dirigido de segundas opinides a outras entidades
hospitalares (telecitologia) tem sido cada vez mais
praticada, evitando gastos monetarios com o envio das
preparag@es citologicas, deslocacdes de patologistas e

potenciais perdas de material™*®?.

A citologia digital
permite igualmente aumentar a qualidade e eficiéncia do
servico por facilitar o controlo de qualidade interno e
externo em tempo Util. O avango da tecnologia tem
progredido de modo a permitir a realizagdo de screening
automatizado, o qual tem por base a avaliagdo de
imagens obtidas por digitalizacdo da amostra®. Além
disso, dado o aumento significativo do volume de
amostras de citologia ginecolégica nos servigos de
Anatomia Patologica advindo da adesdo aos Programas
de Rastreio implementados, a utilizagdo da citologia
digital reveste-se de extrema importancia na formacgéo

dos técnicos e citotécnicos, garantindo a melhoria e

inovacdo do rastreio através de uma correta
interpretagdo de lesBes pré-malignas citoldgicas e de
infecdes®*®2. Na educacdo, a imagem digital tem

permitido o estudo de amostras raras e/ou amostras
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antigas, mas acima de tudo tem possibilitado o estudo a
distancia, transportando a citologia até aos estudantes a
qualquer hora e em qualquer local. Além destas
aplicabilidades, as imagens digitais podem ainda ser

usadas em conferéncias, na avaliagdo continua para

profissionais de saude, em provas de
avaliacdo/admissdo de estudantes e profissionais ou em
1-9,12,13

paginas de internet para consulta . Atualmente, as
ilustragBes presentes em publicagdes (livros e revistas
cientificas) sdo também efetuadas por este método
inovador permitindo a produgdo de documentos com
imagens de alta definiao”.

A citologia digital consiste na realizagdo do
screening a partir de uma imagem em duas ou trés
dimensbes representada num monitor®.  Existem
diferentes métodos de captura e criacdo de imagens
digitais, sendo que o Whole Slide Imaging (WSI) permite
a digitalizacdo completa de toda a lamina através de
scanners de alta resolugao™?'% 5.

O processamento da imagem envolve a sua
captura por digitalizacdo, o armazenamento num
dispositivo com elevada capacidade de memobria, a
edicdo (se necessario) e, por fim, a visualizacdo,
exposi¢ao ou partilhaz’s. De modo idéntico ao screening
num microscopio oOtico tradicional, a imagem digital
obtida pode ser manipulada, com recurso a um software
de visualizagéo, por deslocagédo, ampliagdo e focagem
através do rato ou das teclas de movimento de cursor do
teclado, permitindo uma andlise completa e detalhada da
a natureza de uma amostra

amostra®®.  Contudo,

citolégica apresenta caracteristicas especiais,
constituindo a sua digitalizacdo um desafio ainda maior
comparativamente a outras amostras"**°. Enquanto uma
amostra histolégica se encontra maioritariamente num
Unico plano de focagem por estar representada por um
corte histolégico plano, a natureza, por vezes
tridimensional, de uma amostra citoldgica implica o uso
de um microscopio com alta resolucéo de imagem e que
permita ajustes de pontos de focagem sucessivos para
que a amostra original fique corretamente representadal.
Desta forma, é importante selecionar o equipamento

mais apropriado para a obtengcdo de uma imagem que
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permita a observagdo com nitidez de todas as células

constituintes de uma preparagdo citolégica. A
funcionalidade z-stack, disponivel em determinados
equipamentos, permite a digitalizacdo de diferentes
pontos de focagem da mesma lamina por focagem
manual das imagens em diferentes planos. Deste modo,
€ possivel obter uma Unica imagem por compactagdo
sequencial das digitalizacdes realizadas nos diversos
planos, permitndo ao observador utlizar a
funcionalidade de focagem em suporte digital, para a
correta visualizacdo do esfregaco, sobretudo em

agrupamentos com sobreposicdo’*®*’.

METODOS

SELEGAO DE CASOS

Foram selecionadas cem amostras de citologia
ginecoldgica do arquivo de laminas da Area Técnico-
Cientifica de APCT da Escola Superior de Tecnologia da
Saude do Porto (ESTSP). Este arquivo € constituido por
preparag0es citologicas realizadas a partir de amostras

itotech Online

As vantagens do uso deste método sdo mudltiplas e

podem aplicar-se em diversas 4areas, como
anteriormente referido. Contudo, algumas limitagGes
associadas a digitalizacdo, arquivo e transferéncia das
imagens ndo tém proporcionado até a data a expansao
do método pelos diversos servicos de salde e
instituicGes de ensino®.

O presente trabalho tem como objetivo a
digitalizacdo de laminas de citologia ginecologica para
criacdo de uma Laminoteca Digital que sera partilhada
online com os estudantes da Licenciatura em Anatomia

Patoldgica, Citolégica e Tanatoldgica (APCT).

excedentes gentilmente cedidas para fins académicos
por laboratérios de Anatomia Patoldgica, tendo sido a
respetiva identificacdo anonimizada antes do envio. As
casos selecionados

categorias  diagnosticas dos

encontram-se identificadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Numero de casos, por diagndstico citopatolégico, selecionados para a Laminoteca Digital

DIAGNOSTICO CITOPATOLOGICO e
CASOS
Insatisfatorio 2
Negativo para Lesao Intraepitelial ou Neoplasia Maligna (NILM) 8
Radiagao 3
Alteracdes reativas =
} Inflamacgéo 3
associadas a
Negativo para Atrofia 4
Lesdo Intraepite- _ o
lial ou Neoplasia Trichomonas vaginalis 9
Maligna (NILM) Microrga Fungos morfologicamente compativeis com spp Candida 9
. Desvio da flora sugestivo de vaginose bacteriana 2
nismos
Bactérias morfologicamente compativeis com Actinomyces 8
Alteracdes celulares compativeis com virus do tipo Herpes simplex 4
Lesao Intraepitelial de Baixo Grau (LSIL) 10
Lesao Intraepitelial de Alto Grau (HSIL) 9
Epitélio Escamoso Células De significado indeterminado (ASC-US) 7
Escamosas . ) 6
Atl'picas (ASC) N&o excluindo HSIL (ASC-H)
Células Epiteliais
Atipicas/ Anormais Carcinoma Pavimentoso 3
Endometrial 2
Adenocarcinoma i
Epitélio Glandular Endocervical 2
Sem outra especificagdo (SOE) 5
Células Glandulares Atipicas (AGC) 4
NUmero Total de Casos 100
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A selecdo das amostras foi efetuada com base
na qualidade do esfregaco e na quantidade de
material citolégico. De entre os casos selecionadas
encontram-se citologias em meio liquido (Thinprep®,
Surepath® e CellPrep®) e esfregagos convencionais.
A informacéo clinica de cada caso foi registada para
constar da Laminoteca Digital.

DIGITALIZAGAO DE IMAGEM

A digitalizacdo dos esfregagos selecionados foi
realizada no Instituto de Patologia e Imunologia
Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP)
através do método WSI com recurso ao equipamento
2.0HT Os

esfregacos foram digitalizados na totalidade pelo

NanoZoomer (Hamamatsu, Japdao).
técnica line scanning, numa ampliacdo de 40x. A
funcionalidade z-stack foi utilizada na digitalizagdo de
todos os esfregagos convencionais com nove planos
de

determinadas amostras em meio liquido com cinco

focagem, com 1um de intervalo, e de
planos de focagem com 1uym de intervalo. As
imagens obtidas foram armazenadas em formato

NanoZoomer Digital Pathology Image (.ndpi).

Q, Aperio ImageScope v12.1.0/5029 = [17 'ndpi - NanoZoomer imagel

g
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LAMINOTECA DIGITAL

A Laminoteca Digital foi desenvolvida em
HyperText Markup Language 5 (HTML5). As figuras
representativas dos caso presentes na Laminoteca
Digital foram obtidas através da funcionalidade
Export do software de visualizagdo de imagem
NDP.view (Hamamatsu, Jap&o).

Ainsercdo e o acesso as imagens digitais na
Laminoteca Digital foram feitos com recurso ao
servidor de rede da ESTSP. Para o0 acesso as
imagens digitais na Laminoteca foi criado um ficheiro
de atalho para cada caso em formato ScanScope
Image Set (.sis) no software Aperio ImageScope
(Leica, Alemanha) para download e visualizagdo

através da rede wireless da ESTSP.

SOFTWARE DE VISUALIZACAO

Para a visualizacdo das imagens digitais foi
utiizado o software Aperio ImageScope (Leica,

Alemanha), encontrando-se este disponivel para
download na Laminoteca Digital. Os principais painéis
de controlo bem como as principais ferramentas de
navegacdo utilizadas para a visualizacdo das
identificados na

imagens digitais, encontram-se

Fig.1.
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Fig.1 — Principais painéis de controlo e ferramentas de navegagéao do software Aperio ImageScope (Leica, Alemanha).
(1) Barra de Ferramentas, (2) Janela de Etiqueta, (3) Controlador de zoom, (4) Barra de Imagens Digitais, (5) Janela de

Ampliacéo, (6) Imagem Principal e (7) Janela Miniatura.
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RESULTADOS
LAMINOTECA DIGITAL

A Laminoteca Digital criada estd disponivel online
no website www.estsp.ipp.pt/sites/laminotecadigital. A

plataforma é constituida por diversas se¢des numa Unica
Digital”,
Imagescope” e “Casos” (Fig.2, Fig.3, Fig.4 e Fig.5). No

pagina web: “Inicio”, “Citologia “Aperio

centro da secgao “Inicio”, € encontrada encontra-se uma
Na

seccgédo “Citologia Digital” € observado um breve resumo

hiperligacdo direta para a secgao “Casos” (Fig.2).

acerca do conceito da Citologia Digital, das principais
aplicabilidades do método e as principais vantagens do
mesmo, na Educacdo (Fig.3). Na secgcdo “Aperio
Imagescope” existe uma hiperligagdo para o download
do software de visualizagcdo das Imagens Digitais bem
como algumas imagens ilustrativas do respetivo
programa (Fig.4). Na secc¢éo “Casos” estao dispostos os
cem casos de Citologia Ginecolégica da Laminoteca
Digital. A disposi¢do dos diferentes casos na Laminoteca
Digital estd organizada de acordo com os diagndésticos
assinalados Tabela 1. Cada esta

na caso

t=itotech Online

complementado com as informagfes clinicas mais
relevantes para a interpretagdo diagndstica bem como o
diagndstico citopatoldgico atribuido. Estas informag8es
podem ser consultadas na Laminoteca Digital passando
o cursor do rato pela imagem ilustrativa do caso. Do lado
esquerdo da seccgdo “Casos” € possivel encontrar ainda
um conjunto de filtros, que permitem ao estudante maior
acessibilidade na escolha das categorias diagnésticas a
observar (Fig.5). A digitalizacdo dos casos resultou em
imagens digitais com dimens@es compreendidas entre os
297 megabytes e os 39 gigabytes, dependendo do tipo
de citologia e do uso da funcionalidade z-stack. No total,
foram ocupados 125 gigabytes no servidor de rede da
ESTSP.

A quantidade de planos de focagem nas imagens
digitais em z-stack variou entre nove planos para o0s
esfregagos convencionais e cinco planos para as
citologias em meio liquido. Como exemplo, na Fig.6 é
ilustrada uma sequéncia de imagens do mesmo
agrupamento de células do caso numero 17 nos cinco

planos de focagem diferentes.

Fig.2 - llustragdo do conteddo da secgéo “Inicio” com imagens de apresentacdo da Laminoteca Digital.
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@:aminoteca Digital

INIiCIO APERIO IMAGESCOPE

Citologia Digital

A inovagdo tecnolégica tem cada vez mais impacto nos métodos e técnicas de
diagndstico das diversas areas de interven¢ao na saide. Na citopatologia, os
microscdpios Gticos tém vindo a ser continuamente desenvolvidos com vista &
melhoria continua da ergonomia e da qualidade de imagem. Neste sentido, o
avanco da tecnologia aliado aos constantes desafios do diagndstico impulsionaram
0 desenvolvimento de microscpios com a capacidade de digitalizagao de laminas
cuja utilidade tem sido crescente entre os profissionais da area.

A citologia digital consiste na realizaco do screening numa imagem em duas
dimensoes representada num monitor. O processamento da imagem envolve a sua
captura por digitalizagao completa de toda a lamina, através de scanners de alta
resolugao, 0 seu armazenamento num dispositivo com elevada capacidade de
meméria, a edicdo (se necessario) e, por fim, a visualizagao, exposicao ou partilha.
De modo idéntico ao screening num microscopio Gtico tradicional, a imagem digital
obtida pode ser manipulada por deslocacao, ampliagao e focagem, permitindo uma
andlise completa e detalhada da amostra com recurso a um software especifico.

Com o continuo desenvolvimento da capacidade de processamento e
armazenamento dos computadores, da velocidade de transferéncia de dados, da
internet e de novos softwares tem sido possivel a aplicagao das imagens digitais no
arquivo de laminas, na telecitologia, em conferéncias, ilustragdes, no screening
automatizado, em provas de avaliagao continua para profissionais, paginas de
internet para consulta e na Educagao.

Fig.3 - llustragdo do contetddo da secgéo “Citologia Digital”.

minoteca Digital

Na Educagdo, a imagem digital tem permitido o estudo a distancia,
transportando a citologia até aos estudantes a qualquer hora e em qualquer local.
Tradicionalmente, o estudo da citologia é feito com base em livros, laminas e
microscopios 6ticos mas com esta metodologia inovadora é possivel fazé-lo sem
necessidade de deslocagdo ou disponibilidade do material referido, tornando a
citologia facilmente acessivel. Além disso, utilizando o software apropriado, &
possivel que um elevado nimero de estudantes consiga aceder simultaneamente
ao mesmo caso, permitindo o estudo da citologia menos individual e mais
interativo, e contribuindo para uma melhoria da formagao pedagogica da citologia.

A digitalizacao de imagens permite ainda o estudo de amostras citologicas
raras que na maioria das vezes nao estdo acessiveis para a observagio
microscépica tradicional uma vez que podem ser facilmente quebradas ou perdidas.
Da mesma forma, laminas de casos antigos, quando atempadamente digitalizadas,
podem ser visualizadas indefinidamente sem que haja a necessidade de aplicacdo
de uma nova coloragao ou montagem na lamina original.

O screening realizado através da imagem pode ser facilmente conseguido
através dos controlos de tela. Desta forma o estudante pode navegar pela imagem
que representa a amostra citolégica através do rato e do teclado do seu
computador, arrastando, deslocando e aumentando tedos os campos pretendidos.

INICIO CITOLOGIA DIGITAL

Aperio ImageScope

HERRAE dEON [Oa@me oD

Wl

I

minoteca Digital

CATEGORIAS
DIAGNOSTICAS

HERRAE dEHON [OR@ D)

(N PAR @H0N Ba@d im0

Fig.4 - llustragdo do conteddo da secgéo “Aperio Imagescope”.

INICIO CITOLOGIA DIGITAL APERIO IMAGESCOPE

Fig.5 - llustrac&o do conteldo da secgéo “Casos”. Apresentagao da informagéo clinica de um dos casos da
Laminoteca Digital.
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Plano: -1um

Plano: -2um

Fig.6 — Sequéncia de imagens do mesmo agrupamento de células em diferentes pontos de focagem obtidas a partir

do caso nimero 17, a uma ampliagéo de 40x.

DISCUSSAO

Desde o desenvolvimento do primeiro equipamento
de digitalizacdo de laminas de alta resolucéo, elevada
velocidade e total automatizagdo, por Art Wetzel e John
Gilbertson em 1999, que o interesse na utilizagdo dos
scanners pelo método WSI tem sido cada vez maior™®.

No presente trabalho foi criada uma biblioteca de
laminas de citologia ginecolégica em formato digital
online (Laminoteca Digital) com o intuito de ser utilizada
no estudo da citologia ginecoldgica pelos estudantes da
licenciatura em APCT da ESTSP.

Com vista aos estudantes poderem manusear a

28

Laminoteca Digital, esta foi desenvolvida sob a forma de
uma webpage dinamica, apelativa, intuitiva, informativa e
de facil acesso. Desta forma, todos os estudantes podem
manusear/utilizar a Laminoteca Digital de uma forma
simples e interativa.

A insercdo das imagens digitais na Laminoteca
Digital foi um dos principais problemas técnicos
encontrados no desenvolvimento do projeto, devido ao
tamanho dos ficheiros. Deste modo, foi necessario criar
um ficheiro de atalho ao ficheiro original, em formato
inferior,

diferente e com uma dimensdo muito que
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permitisse um upload e download rapido das imagens
digitais.

De modo a avaliar a utilidade da Laminoteca Digital
como ferramenta complementar a formagao em Citologia
Ginecologica foi realizado a posteriori um questionario
aos estudantes da licenciatura em APCT. Os resultados
do questionario permitiram verificar bastante interesse na
utilizagdo da Laminoteca Digital, tendo-se obtido uma
classificacdo média de 4,85 em 5 nos parametros
relacionados com a “Utilidade da Laminoteca”. Estes
resultados permitem concluir que a Laminoteca Digital
demonstra ser uma ferramenta complementar atil na
formacao em Citologia Ginecoldgica.

Apesar das inumeras aplicabilidades da citologia
digital, com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se
essencialmente a sua utilizagdo na formacéo.
Tradicionalmente, o estudo da citologia é feito com base
em livros, laminas e microscopios 6ticos. Contudo, com
esta metodologia inovadora é possivel que o estudo seja
feito sem necessidade de deslocagéo ou disponibilidade
do material referido, tornando a citologia facilmente

acessivel>1%1°

. Além disso, a utilizacdo do software
apropriado permite que um elevado ndmero de
estudantes consiga aceder simultaneamente a0 mesmo
caso, permitindo o estudo da citologia menos individual e
mais interativo, assim como contribuindo para uma
melhoria da formacao pedagdgica’?*®. A digitalizacdo de
imagens permite ainda o estudo de amostras citoldgicas
raras que na maioria das vezes ndo estdo acessiveis
para a observacao microscopica tradicional uma vez que
podem ser faciimente quebradas ou perdidas. Outra
vantagem desta metodologia é o facto de laminas de
casos antigos atempadamente digitalizados, poderem
ser visualizadas indefinidamente sem que haja a
necessidade de aplicacdo de uma nova coloracdo ou
montagem na lamina original®.

Apesar das referidas aplicabilidades e respetivas
vantagens associadas, algumas desvantagens ndo tém
permitido a expansao do método a todos os servigos de
Anatomia Patolégica. A necessidade do equipamento de
digitalizacdo, de um computador adequado ao 6timo
funcionamento do mesmo e de dispositivos de
armazenamento de elevada capacidade de memodria
conduz a grandes custos monetarios para as instituicées

que pretendam aderir a esta tecnologia. Para além disso,
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0os estudos de validacdo do método sdo escassos e

muito limitados, ainda nao existindo uma

estandardizacdo para a sua utlizacdo (varios
equipamentos e softwares). Adicionalmente, o facto de
ser um método relativamente recente requer também a
necessidade de uma formacé@o especializada para a
utilizagdo correta dos equipamentos por parte dos
profissionais de satde®. Por outro lado, as vantagens do
uso do tradicional microscépio séo bem conhecidas entre
os profissionais tais como a familiarizagdo com o
equipamento, a facilidade de deslocacdo das laminas e
ainda o controlo absoluto sobre a focagem e
amplia(;51021. Por todos estes motivos, a citologia digital &
uma realidade apenas em alguns servicos de Anatomia
Patologica.

Com este estudo ndo se pretende a substituicdo do
de

implementacdo de uma metodologia futuristica, ao

método tradicional screening, mas sim a

encontro das novas tecnologias utilizadas pelos jovens,
gue permita um estudo mais abrangente e facilitado da
Citologia Ginecolégica. Com base no website criado e
nos resultados obtidos com a aplicacdo do questionario,
pode concluir-se que a Laminoteca Digital demonstra ser

uma ferramenta complementar bastante Util na formagéo

em Citologia Ginecoldgica.
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