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RESUMO

A quantificacdo e a classificacdo de fibras de colageno por processamento de imagens permite
avaliar técnicas e tratamentos usados para acelerar a reparacdo tecidual. Porém, o resultado do
processamento € dependente da qualidade das imagens, cuja aquisicdo sofre influéncia das
condi¢cbes de iluminacdo do microscopio. Portanto, neste trabalho foi realizada uma
investigacdo dessa influéncia. Para isso, foram adquiridas imagens de uma lamina histologica
de amostra de pele normal corada com Picrosirius Red, que contém a proporcdo de 90% de
fibras do tipo | e 10% do tipo 111, variando a iluminag8o através da regulagem das escalas dos
diafragmas de entrada (D-E) e de saida de luz (D-S) do microscopio, totalizando 60 imagens.
Em seguida foram implementados dois algoritmos para pré-processamento que permitem
reajustar o brilho e o contraste das imagens adquiridas em condicGes de baixa luminosidade.
Em um algoritmo, foi aplicada uma funcdo de ajuste linear dos componentes R, G e B,
enquanto no outro, foi usada a equacdo de Boltzmann. Por ultimo, foram utilizados os
softwares Image-Pro Plus (uso semi-automatico) e CFC_Image (processamento automatico)
para realizar o processamento das imagens, antes e ap6s a aplicacdo dos algoritmos
implementados. O ajuste linear mostrou-se mais eficiente para imagens adquiridas na escala
8 do D-E, pois o Image-Pro Plus quantificou nestas imagens antes de aplicar o ajuste linear a
proporcao de 96,94% e 3,03% para fibras dos tipos | e 1l e, apds o ajuste linear, a propor¢do
de 92,9% e 7,1%. Comparativamente, neste grupo de imagens o CFC_Image quantificou a
proporcéo de 91,83% e 8,17% para cada fibra, proporcionando uma melhora na distribuicao
das tonalidades bem como um aumento na detectabilidade de 4% a 5% para as fibras do tipo
I1l. A equagdo de Boltzmann apresentou melhor desempenho com imagens adquiridas na
escala 5 do D-E, pois antes de sua aplicacdo o Image-Pro Plus quantificou a proporcdo de
3,57% e 0% para cada fibra, enquanto que ap6s o pré-processamento, obteve a proporcdo de
92,57% e 7,43%. Neste mesmo conjunto de imagens sem pré-processamento, o CFC_Image
quantificou a proporcdo de 2,77% e 0% para cada fibra e a proporgdo de 93,22% e 6,84%
apos aplicacdo do algoritmo, o que corresponde a um aumento na detectabilidade de
aproximadamente 89% para as fibras do tipo | e 7% para as fibras do tipo Ill. Os resultados
mostram que os algoritmos implementados auxiliaram na recuperacao das imagens de baixa
luminosidade, em que as cores ndo podiam ser detectadas visualmente. Mostraram também,
gue uma etapa de pré-processamento é particularmente importante para automatizar o
processo de analise de um conjunto de imagens, limitando a interacdo do usuério e,
conseqlientemente, a subjetividade inerente ao processo manual ou semi-automatico.

Palavras chaves: Processamento de Imagens, Condi¢des de lluminacdo, Classificacdo e
Quantificacao, Fibras de Colageno, Tipos | e 1ll.



ABSTRACT

The classification and quantification of collagen fibers by image processing allows us to
evaluate the techniques and treatments used to promote tissue repair. However, the result of
processing is dependent on the image quality, whose acquisition is influenced by the
microscope illumination conditions. Therefore, this study presents an investigation of this
influence. For this purpose, a set of 60 images of a histological sample of normal skin stained
with picrosirius red, which contains 90% of collagen fibers type | and 10% of type Ill, were
acquired under different diaphragms aperture (scale) for Light input (LID) and output (LOD)
of the microscope in order to change the lighting conditions. Two algorithms were
implemented for preprocessing brightness and contrast balance in images capture in low
illumination conditions. In one of the algorithms, a linear function was applied to adjust the
R, G and B components, while in the other one, the Boltzmann function was used. Finally, the
softwares Image-Pro Plus (semi-automatic) and CFC_Image (automated processing) were
used to perform the processing of images before and after application of the algorithms
implemented. The linear fit algorithm was more efficient for images acquired in the scale 8 of
LID, for which Image-Pro Plus quantified, before applying the algorithm, 96.94% and 3.03%
for fiber types I and 111, respectively, and after the linear adjustment, the proportion of 92.9%
and 7.1%. Comparatively, the CFC_Image quantified for the same set of images the
proportion of 91.83% and 8.17% for the collagen fibers types | and Ill, providing a better
shades distribution as well as an increase in the detectability of 4% to 5% for fibers of type
I11. The Boltzmann equation showed better performance with images acquired in the scale 5
of LOD, for which Image-Pro Plus quantified the proportion of 3.57% and 0% for each fiber
before this algorithm application, whereas after preprocessing, the achieved proportion for the
fiber types was 92.57% and 7.43%. In this same set of images without preprocessing, the
CFC_Image quantified the proportion of 2.77% and 0% for the fiber types | and Il and
93.22% and 6.84% after applying the algorithm, corresponding to an increase in detectability
of about 89% for type | fibers and 7% for the fibers of type Ill. The results show that the
algorithms implemented helped in the recovery of low-brightness images, where colors could
not be visually detected. Also the results showed that a preprocessing step is particularly
important to automate the process of analyzing a set of images, limiting the user interaction
and, consequently, the subjectivity inherent to manual or semi-automatic processing.

Key words: Image Processing, lighting conditions, Classification and Quantification, collagen fibers,
Type I and 1II.
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1 INTRODUCAO

1.1 MOTIVACAO / JUSTIFICATIVA

Atualmente observam-se grandes avangos na compreensao dos processos e fendmenos
envolvidos nas fases de reparacdo tecidual como também investimentos em pesquisas e
desenvolvimento de recursos e de tecnologias com 0 objetivo de favorecer esse processo.
Entretanto, a incidéncia e a prevaléncia de Ulceras cronicas é ainda extremamente alta,
repercutindo em elevados custos financeiros e em profundas consequéncias sociais aos
acometidos (MANDELBAUM et al, 2003).

A ma cicatrizacdo pode causar dores e imobilidade bem como danos psicoldgicos
relacionados a auto-estima, contribuindo para a reducdo da qualidade de vida do paciente
(MACIEL, 2008). O retardo cicatricial é frequente principalmente em pacientes diabéticos
acometidos de Ulceras. Cerca de 15,5% da populacdo mundial com idade superior a 30 anos
sdo diabéticos e entre estes 15% desenvolvem ulceras de dificil cicatrizacdo ao longo da vida,
principalmente nos membros inferiores. No Brasil, estima-se a existéncia de dois milhdes de
casos de pacientes acometidos de Ulceras, entre 0s aposentados e 0s que recebem auxilio
doenca (MENDONCA et al, 2009).

Fatores locais e sisttmicos podem atrasar ou impedir a repavimentacdo do tecido
lesado. Os fatores locais incidem diretamente na lesdo e s&o atribuidos a pressdo, ambiente
seco, trauma, edema, infec¢do, necrose e incontinéncia, enquanto os fatores sistémicos
ocorrem de forma disseminada no corpo e sdo relacionados a idade, biotipo, doencas crénicas,
condig@es nutricionais, insuficiéncia vascular, imunossupressdo e radioterapia (HESS, 2002).

A resisténcia mecanica do tecido cicatricial € estreitamente relacionada a presenca de
fibras de colageno dos tipos | e 111, que s&o o principal componente a conferir forga de tensdo
ao tecido o que as torna, portanto, responsaveis pela manutencédo da integridade da pele.

As fibras de colageno dos tipos | e 111 se apresentam entrelacadas na derme reticular.
No tecido normal sdo constituidas por 90% do tipo 1 e 10% do tipo Ill. Porém, quando ocorre
uma lesdo, ocorrem também modificagdes na densidade destas fibras. As fibras do tipo 111 s&o
predominantes na fase inicial do processo de cicatriza¢do, sendo em longo prazo substituidas
pelas fibras do tipo I, 0 que se manifesta através de um aumento da forca de tensdo e uma

diminuicdo do tamanho da cicatriz.
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A quantificagéo destas fibras nas diversas fases de cicatrizagdo auxilia (i) na realizacéo
de uma analise dos efeitos do tratamento usado para acelerar a reparagdo tecidual, (ii) no
estabelecimento de uma escala numerica e reprodutivel dos aspectos até entdo apenas
qualitativos, (iii) na avaliacdo de diferentes métodos histoldgicos e de seus efeitos na anélise
do colageno, (iv) no controle de qualidade final da cicatriz, e (v) na escolha do melhor
tratamento a ser empregado ao paciente.

Essa quantificacdo pode ser realizada com o auxilio de softwares de processamento de
imagens, que sdo ferramentas indispensaveis atualmente nos laboratérios de pesquisa ou de
diagnostico, em clinicas e hospitais (MELO-JUNIOR et al, 2006). Os softwares comumente
empregados para a analise de imagens de coldgeno sdo Image-Pro Plus®, Imagel e
ImageLab®. Porém, nenhum deles foi desenvolvido especificamente para este tipo de analise.
Apresentam como principais limitac6es a complexidade no funcionamento e, com excec¢édo do
ImageJ, também tém custo elevado. Além disso, ndo dispdem de recursos e ferramentas que
auxiliariam a analise de imagens pelo padrdo de cores que sdo caracteristicas das amostras,
bem como ndo permitem um processamento automatico, ficando a critério do usuario a
escolha dos parametros utilizados para o processamento.

A necessidade de aplicar esses critérios individualmente a cada novo processamento
intensifica a subjetividade visto que os usuarios estdo sujeitos a influéncia de fatores
ambientais (barulho, agitacdo, calor e estimulos visuais), psicologicos (tédio, frustracdo,
ansiedade e estresse) e fisiologicos (fadiga, sono, uso de drogas, alcool, sobrecarga de
trabalho e doencas) (CARVALHO et al, 2002).

Recentemente, pesquisadores da Universidade de Mogi das Cruzes desenvolveram o
CFC_Image v.1.0, um software de baixo custo, com interface amigavel e dedicado a anélise
de amostras bioldgicas, que é capaz de quantificar as fibras de colageno de forma automatica
num conjunto de imagens e também classifica-las em fibras de colageno dos tipo I e Il em
fung@o de um dnico limiar obtido de numa imagem referéncia. Os resultados obtidos com o
processamento de um conjunto de imagens de amostras de pele, referentes a trés periodos de
maturagcdo diferentes e condicbes de iluminagdo padronizadas, comparados aqueles
computados com o software Image-Pro Plus demonstraram a validade do CFC_Image para
identificacdo e classificacdo das fibras de colageno dos tipos I e 111 (SILVA et al, 2008).

Entretanto, imagens adquiridas com condi¢fes de iluminacdo diversas dificultam o

processamento de imagens realizado tanto de forma individual e semi-automatica com o
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software Image-Pro Plus como em lote e automaticamente com o software CFC_Image. As
varia¢fes na quantificacdo das fibras de coldgeno dos tipos I e Il e na proporcéo entre elas
sdo atribuidas a falta de controle de qualidade durante aquisi¢do das imagens e/ou durante o
preparo das laminas.

Segundo Cheng et al, (2001) a geometria de iluminacéo, entendida como a intensidade
da fonte de luz e sua distribuicdo espectral, exerce uma forte influencia na tonalidade dos
pixels de uma imagem, sendo muito relevante quando se pretende identificar e quantificar
areas desta imagem segundo as suas cores. Portanto, para que os softwares de processamento
sejam mais eficientes na quantificacdo das fibras de colageno dos tipos | e Il em funcdo das
tonalidades observadas nas imagens das laminas histolégicas, aléem de realizar um maior
controle de qualidade nos processos de preparacao das laminas histoldgicas e de aquisicdo das
imagens digitais, também deve haver uma etapa de pré-processamento, que possibilita a
correcdo das diferencas de iluminacdo presentes nos conjuntos de imagens a serem
processados.

A correcdo automatica das diferencas de iluminacdo num conjunto de imagens digitais
adquiridas de laminas histolégicas preparadas com amostras de reparacdo tecidual, segundo
um programa de controle de qualidade, é particularmente importante quando se deseja
automatizar o processo de analise desse conjunto de imagens, limitando a interagcdo do usuério

e, consequentemente, a subjetividade inerente ao processo manual ou semi-automatico®.

1.2 Objetivo

Estudar a influéncia das condi¢Ges de iluminacdo sobre a identificacdo e a
quantificacdo automatica de fibras de colédgeno dos tipos | e Il em imagens de laminas
histoldgicas de pele normal e propor algoritmos para minimizar esta influéncia principalmente

no processamento automatico realizado com o software CFC_Image.

! Vide Apéndice 1.



1.3 Organizacgado da Dissertacao

Além dessa introducao, a dissertacdo esta subdividida em:

Capitulo 2:
Capitulo 3:

Capitulo 4:

Capitulo 5:
Capitulo 6:
Capitulo 7:

Apresenta o referencial tedrico relacionado a pesquisa;

Relaciona os softwares de processamento de imagens existentes na
literatura aplicaveis na analise de imagens de amostras de tecidos
para a quantificacdo do colageno e classificacéo das fibras dos tipos |
e lll;

Descreve 0s materiais e métodos utilizados para verificar a influéncia
da iluminacao na quantificacdo das fibras de colageno do tipo I e Il
e para o desenvolvimento do método computacional para minimizar
esta influéncia;

Mostra os resultados;

Mostra as discussdes pertinentes;

Apresenta a conclusdo da pesquisa;

16
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PROCESSO DE REPARACAO TECIDUAL

Diferentes classificacbes didaticas sdo utilizadas na literatura para representar o
processo de cicatrizacdo, que € um processo totalmente dindmico e com fases
interdependentes. Alguns autores descrevem trés estagios principais, ou seja, o inflamatério, a
proliferacdo e a remodelacdo, enquanto outros autores classificam em cinco etapas, que séo a
coagulacdo, a inflamacdo, a proliferacdo, a contracdo da ferida e o remodelamento
(MANDELBAUM et al, 2003).

Estas fases em um determinado periodo de tempo coincidem e acontecem

simultaneamente, como ilustra a Figura 1.

Acumulo de
Inflamacjo ° Colageno
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 30 100

Dias

Figura 1. Fases da cicatrizacdo em rela¢do ao tempo em dias.

A fase de inflamagdo ocorre entre o segundo e o terceiro dia apos a lesdo, quando €
atingida a atividade maxima ou fase de inflamagédo aguda. Em seguida, observa-se a formacéo
de coagulo que fecha os vasos sanguineos abertos pela lesdo e evita a perda de sangue
(processo de coagulacdo).

Na fase de proliferacdo ou de granulacdo, a maior atividade ocorre apos o terceiro dia

e se estende até o décimo. A regido lesada preenche-se de tecidos neoformados atraves de
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brotamentos das células endoteliais dos capilares vizinhos, que crescem e penetram a zona
agredida. Durante a neoangiogénese ocorre a regeneracdo epidérmica, a sintese de colageno
pelos fibroblastos e a contracdo da cicatriz pelos miofibroblastos. A maior parte das
atividades nessa fase é regida por fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais e
macrofagos.

Na fase de modelamento ou de maturacdo, podem ser observadas modificagcbes no
colageno, que se manifestam através de um aumento da forca de tensdo e uma diminuicéo do
tamanho da cicatriz, como ilustra a Figura 2. Ocorre a reformulacdo dos colagenos,

reabsorcao de &gua e diminuicdo da vascularizacdo. Esta fase pode durar até um ano.

Hair

Epithelial
cell

Sweat duct

Subcutaneous gland

Platelet
layer  Eibroblast

Sebaceous

Neutrophil gland Collagen Capillary

(a)

Granulation
Macrophage tissue

(b)
Figura 2. Imagens das fases de cicatrizacdo: (a) inflamatéria; (b) granulacao (proliferacdo) e (c) remodelagem.

Fonte: Gurtner et al. (2008)
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2.2 FIBRAS DE COLAGENO

As fibras de colageno sdo as mais freqlientes no tecido conjuntivo, onde também se
encontram as fibras elasticas e reticulares. O colageno € a proteina fibrosa insoluvel de fungéo
estrutural mais abundante do corpo, representando cerca de 30 % do total (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1982).

O colageno pode ser classificado em diferentes grupos (tipos) segundo a seqliéncia de
aminoéacidos que o compdem. Foram identificados 19 tipos até 0 momento, porém a Tabela 1

mostra apenas 5 tipos de coldgeno bem como suas funcBGes no tecido e suas respectivas

localizagdes.
Tabela 1. Principais tipos de coldgeno com localizagdo e funcéo estrutural.

Tipo Localizacéo no corpo Funcdo Estrutural

I Pele, tenddo, 0sso, dentina Resisténcia a tenséo

Il Cartilagem, corpo vitreo Resisténcia a pressao

111 Pele, masculos, vasos, observado junto Manutencdo de estruturas de 0Orgdos

como | expansiveis
V  Tecidos fetais, pele, 0sso, placenta Participa da funcéo do tipo |
IX Cartilagem Participa da funcéo do tipo Il

Fonte: Adaptada de Junqueira & Carneiro (1982).

No estudo da cicatrizacdo da pele, em geral, investiga-se principalmente os tipos
colagenos | e Ill, que apresentam as moléculas de tropocolageno agregadas em unidades
microfibrilares que se juntam para formar fibrila. Essas estruturas sdo unidas por pontes de
hidrogénio, interacfes hidrofdbicas e ligacdes covalentes.

Quando ocorre uma lesdo do tecido, as fibras de colageno do tipo Il sdo
predominantes na fase de granulagdo e sofrem remodelagem, sendo substituidas no tecido
fibroso cicatricial pelas fibras do tipo | em longo prazo, até alcancar a proporcdo de 90% de
fibras do tipo | e 10% do tipo I, aumentando da forga de tenséo do tecido e diminuindo o

tamanho da cicatriz, como ilustrado na Figura 2.
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O coléageno do tipo | forma fibras espessas dispostas em rede ortogonal na derme
reticular. Essas fibras sdo mecanicamente estaveis, apresentam periodicidade de 68 nm e
representam de 80 a 90% do colageno existente na derme (SAMPAIO, 2000).

As fibras de colageno do tipo | sdo birrefringentes por serem compostas por moléculas
alongadas e paralelas. Desta forma, quando examinadas ao microscépio éptico entre
polarizadores cruzados, aparecem com tonalidade vermelha e brilhante contra um fundo
escuro, em feixes longos de trajetos tortuosos.

O colageno de tipo Il corresponde de 8 a 12% do coladgeno presente na derme e
compde-se de fibrilas de menor didmetro, comparativamente ao coldgeno tipo I. As fibras
formadas pelo colageno tipo 111 dispdem-se por toda derme, concentrando em &reas de contato
com outras estruturas, como 0s vasos sanguineos. As fibras reticulares sdo constituidas
principalmente por colageno tipo IlI.

Assim como o colageno tipo I, o tipo 11l mostra birrefringéncia quando observado em
microscopio optico com luz polarizada. Desta forma, em Iaminas histologicas preparadas com
amostra de reparacdo tecidual coradas com Picrosirius Red, as fibras de colageno do tipo Il
sdo visualizadas ao microscopio éptico com luz polarizada com uma tonalidade amarelo-

esverdeado e com forma menos alongada que as fibras do tipo I como ilustrado na Figura 3.

Figura 3. Imagens obtidas em microscopio éptico com luz polarizada de amostra de tecido saudavel corado com

Picrosirius Red, sendo que as fibras vermelhas em (a) correspondem ao colageno do tipo | enquanto as fibras

pequenas esverdeadas melhor visualizadas em (b) sdo as fibras de colageno do tipo Ill.
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2.3 MICROSCOPIA OPTICA

Para a realizacdo de analises de amostras bioldgicas é utilizado um microscépio

Optico, ou seja, um instrumento usado para ampliar e regular, com uma série de lentes

multicoloridas e ultravioleta capazes de enxergar através da luz, estruturas pequenas e dificeis

de visualizar a olho nu.

O microscopio é constituido por um componente mecanico, que suporta e permite

controlar um componente oOptico responsavel pela ampliacdo das imagens (Figura 4). A

porcao mecéanica é composta por:

Pé ou base — serve de apoio para 0s demais componentes do microscopio;

Coluna ou Brago — fixo a base, serve de suporte a outros elementos.

Mesa ou Platina — onde se fixa a lamina de vidro contendo uma amostra biolégica
a ser observada; tem uma janela por onde passam os raios luminosos e também
parafusos dentados que permitem deslocar a lamina;

Tubo ou canhdo — suporta a ocular na extremidade superior;

Revolver ou Optico — peca giratoria portadora de objectivas de diferentes

ampliacOes que podem ser de 20x, 40x e 100x.

A parte Optica é constituida por:

Condensador — conjunto de duas ou mais lentes convergentes que orientam e
espalham regularmente a luz emitida pela fonte luminosa sobre o campo de viséo
do microscopio.
Diafragma — € constituido por palhetas que podem ser aproximadas ou afastadas
do centro atraves de uma alavanca ou parafuso, permitindo regular a intensidade
da luz que incide no campo de visdo do microscopio.
Objectivas — permitem ampliar a imagem do objecto 10x, 40x, 50x, 90x ou 100x.

o As objectivas de 10x, 40x e 50x sdo designadas objectivas secas pois

entre a lamina de vidro contendo a amostra biolodgica e a objectiva

existe somente ar.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Microsc%C3%B3pio
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93ptico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lente
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alavanca
http://pt.wikipedia.org/wiki/Objectiva
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o As objectivas de 90x e 100x sdo designadas objectivas de imerséo, pois
é necessario colocar uma gota de 6leo de imersdo entre elas e a ldamina
de vidro, que por ter um indice de refraccdo semelhante ao do vidro,
evita o desvio do feixe luminoso para fora da objectiva.

e Oculares — sistema de lentes que permite a ampliacdo da imagem real fornecida
pela objectiva, formando uma imagem virtual que se situa a aproximadamente
25cm dos olhos do observador e que pode ser capturada por uma cémera
acoplada. As oculares mais utilizadas sdo as de ampliagdo 10x, mas nos
microscopios binoculares também existem oculares de 12,5, 8x e 6x.

e Fonte luminosa — a mais utilizada actualmente é a luz artificial, fornecida por uma
lampada de tungsténio ou de halogéneo, incluida no aparelho juntamente com um

interruptor com redstato, que permite regular a intensidade da luz emitida.

13
e
v
J

1

(2 Objetivas

f
u, ; A
| — e

= Platina
Condensadar
Filtro

o ‘
! I._-'=ﬂ .
i

Limpada Espelho

Figura 4. Esquema mostrando os componentes do microscopio e o trajeto do feixe luminoso, desde sua fonte

(lampada) até o olho do observador.

Fonte: Adaptado de Junqueira e Carneiro (1982)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Imers%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ocular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Luz
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%A2mpada
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tungst%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Re%C3%B3stato&action=edit&redlink=1
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2.3.1 Polarizacéo e birrefringéncia

Segundo Junqueira e Carneiro (1982) quando a luz atravessa certas substancias ou
tecidos do nosso corpo, sofre uma divisdo de tal ordem que, de um Unico raio luminoso, na
entrada, resultam dois raios chamados polarizados. Este evento ocorre pelo fato dessas
substancias possuirem um arranjo interno e periodico dos atomos. Seja ou ndo aparente esse
arranjo, tais corpos possuem um estado chamado cristalino. As substancias que néo

pertencem a esse grupo sao chamadas amorfas.

2.4 PROCESSAMENTO DE IMAGENS E MODELOS DE COR

Uma imagem digital € uma matriz numérica bidimensional, onde as células da imagem
sdo denominadas pixels. No caso de imagens coloridas, para cada pixel da imagem existem
trés valores associados: um ao canal vermelho (R), outro ao canal verde (G) e outro para o
canal azul (B). Pode-se entdo representar uma imagem colorida por uma funcdo dependente

de trés outras funcdes de R, G e B, ou seja:

feor (x, y) = (fr (x, y); fg (x, y); fb (x, y)) 1)

Para Gonzalez & Woods (2003) o desenvolvimento de algoritmos de processamento
para imagens coloridas é impulsionado por duas razdes principais, que sao: (i) a cor como
descritor facilita a extragdo automatica dos objetos em uma imagem e (ii) a propria analise de
imagem desempenhada pelos seres humanos, em que o olho pode discernir milhares de tons e
de intensidades de cores quando comparado com apenas vinte e quatro tons de cinza.

Devido a estrutura do préprio olho humano todas as cores sdo percebidas como
combinagOes das trés cores chamadas primarias do sistema aditivo: vermelho, verde e azul
(Red, Green e Blue - RGB). Para a padronizagédo destas cores, a Comissao Internacional de
lluminacdo - Comission Internationale de L’Eclairage (CIE) - determinou os seguintes valores
de cumprimento de onda: azul = 435,8 nm; verde = 546,1 nm; vermelho = 700 nm.

Basicamente a cor € determinada pela geometria e pela distribuicdo espectral de trés
elementos: fonte de luz, refletividade da amostra e sensibilidade visual do observador. Sendo

assim, a cor é o resultado da interacdo destes elementos, como também esté relacionada aos
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conceitos e aos resultados obtidos em fisica, fisiologia, psicologia, artes e design gréfico
(FOLEY et al, 2003).

Os espacos de cores tém por finalidade facilitar a especificacdo das cores de uma
forma padronizada. E também a especificacdo de um sistema de coordenadas tridimensionais
e um subespaco dentro deste sistema, onde cada cor é representada por um ponto Unico.
Existem atualmente modelos de espacos de cores orientados ao hardware e aos usuérios, este
com o intuito de manipular as cores. Dos modelos orientados para o hardware temos RGB,
CMY e YIQ.

O modelo RGB (“red, green, blue) é utilizado em monitores coloridos e em cadmeras
de video a cores, o CMY (“cyan, magenta, yellow”) para impressoras coloridas e 0 YIQ é
empregado como padréo para transmissdo de TV colorida. Entre os modelos orientados ao
usuario freglientemente utilizados para o processamento de imagens coloridas estdo o HSI

(“matiz, saturacdo, intensidade”) e o HSV (“matiz, saturagdo, valor”) ilustrados na Figura 5.

Branco v
‘ 120"
werde amarelo
,-"'ff, warmelho
chars o
Intensidade
Azul amii magents
. 240"
Vermelholee1I~YS == Verde
Preto

Figura 5. Modelo de cor: (a) sélido de cores HSI e (b) hexacdnico HSV.

O modelo HSI tem grande aplicacdo por dois principais fatores, ou seja: (i) o
componente de intensidade | € desacoplado da informacdo de cor da imagem e (ii) os
componentes matiz e saturacdo sdo fortemente relacionados a percep¢do humana de cores.

Estas duas caracteristicas fazem do modelo HSI um modelo ideal quando se pretende
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desenvolver algoritmos de processamento de imagens baseados em alguma das propriedades
do sistema visual humano (GONZALEZ & WOODS, 2003).

A figura 3a mostra que a combinacdo de matiz, saturacéo e intensidade num espaco de
cores tridimensional resultam em uma estrutura piramidal de lados. Qualquer ponto na
superficie dessa estrutura representa uma cor puramente saturada, 0 matiz dessa cor é
determinado por seu angulo com respeito ao eixo vermelho e sua intensidade por sua distancia
perpendicular ao ponto preto. Assim quando o H = 0°, a cor é vermelha, quando H = 60°, a
cor € amarela, e assim por diante.

Segundo Smith (1978) e Foley et al (2003) o modelo HSV (Figura 3b), também
orientado ao usuério e derivado do espaco RGB, é baseados nas varidveis perceptiveis de
matiz (Hue ou H), saturacdo (Saturation ou S) e valor (Value ou V) ou luminosidade
(Bringhtness ou L). O espaco de cores HSV, segundo estes autores, baseia-se na maneira
como um artista percebe as cores. E 0 espago que mais se aproxima de como o cérebro

humano identifica as propriedades dos objetos coloridos, como por exemplo:

H: Hue (Matiz) representa a tinta;
S: Saturation (Saturacéo) representa 0 sombreamento;
V: Value (Valor) representa a tonalidade.

O matiz representa uma cor pura (vermelho, amarelo ou laranja), a saturacdo mensura
o0 grau de diluicdo da cor com a luz branca e o valor indica o grau de ndo-escurecimento (non-
blackness) da cor a partir do preto (SMITH, 1978).

O modelo HSV é cilindrico e o seu subconjunto do espaco no qual é definido € um
hexacone (Figura 3b). O topo do hexacone corresponde a V=1, que contém relativamente as
cores brilhantes. H é medido pelo angulo em torno do eixo vertical, com o vermelho em 0°,
verde em 120° e assim por diante. As cores complementares no hexacone do HSV sé&o 180°
opostos uma da outra. O valor de S é a proporc¢éo variando de 0 (zero) na linha central (eixo
V) a 1 sobre as arestas do hexacone (FOLEY et al, 2003).
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3 ESTADO DAARTE

3.1 INTRODUCAO

A utilizacdo da tecnologia da informacao nas ciéncias biomédicas tem favorecido uma
crescente evolugdo nas Ultimas décadas trazendo inovagGes na armazenagem, discriminacgdo e
estudo estatisticos dos dados coletados. As ferramentas digitais tornaram-se componentes
imprescindiveis ao ensino, aos laboratdrios (de pesquisa ou diagnostico), as clinicas e aos
hospitais.

As habilidades dos softwares especializados em analise de imagens (Al) em avaliar
padrdes de cores e analisar imagens tém sido amplamente utilizadas nas analises morfome-
tricas de padrbes histoldgicos (MOP-videoplan®, IBAS-2000®, OPTIMAS 6.1®) e
citolégicos (NeoPath®, PAPNET®, Cyto-Savant®).

Muitos destes sistemas especialistas disponiveis no mercado trazem recursos e
técnicas de computacdo grafica que aumentam a sensibilidade das analises e fornecem
informacBes mais precisas para os laudos (MELO-JUNIOR et al, 2006). Segundo Hamilton e
Allen (1995) e True (1996), as vantagens da mensuracdo das estruturas bioldgicas na
histopatologia e na citopatologia incluem o0s seguintes aspectos:

* Diminuigao da variabilidade na quantificagdo dos aspectos celulares e teciduais;
* Promocgao de uma escala numérica e reprodutivel dos aspectos qualitativos;

» Aumento da sensibilidade na detec¢ao de alteragcdes minimas;

* Avaliacdo dos efeitos de diferentes métodos de processamento histoldgico;

* Emprego no controle de qualidade;

* Determinagdo de forma e tamanho padréo para ensino e diagndstico;

* Maximizagdo como ferramenta de pesquisa.

A Figura 6 mostra um esquema grafico dos principais componentes e equipamentos

envolvidos em um sistema de analise de imagens de amostras biologicas.
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Figura 6. Grafico de um tipico sistema de analise de imagens utilizado na pesquisa e patologia.

Fonte: Melo-Junior (2006)

3.2 ANALISES QUANTITATIVAS DAS FIBRAS DE COLAGENO

Na literatura encontram-se diferentes métodos como proposta para uma analise
quantitativa das fibras de colageno. Neste topico descreveremos os que fizeram uso das
técnicas de processamento de imagens e que contribuiram para o desenvolvimento deste
trabalho.

Segundo Zhang et al (2005) a terapia celular microencapsulada ¢ uma estratégia
promissora para o tratamento de varias doencas e que a avaliacdo da biocompatibilidade das
microcapsulas € vital para o sucesso clinico desta tecnologia.

Interessados no estabelecimento eficiente e padronizado desta avaliagdo, Zhang et al
(2005) quantificaram o aumento das fibras de colageno em amostras biologicas de superficie
capsular. Para isso, coraram as amostras com Picrosirius Red e as observaram com 0 auxilio
de um microscopio de luz polarizada com um sistema de video acoplado, que possibilitou a
digitalizacdo das imagens e a transferéncia delas para um microcomputador.

Em seguida, estes autores desenvolveram uma macro (rotina informatizada) utilizando
o software Image-Pro Plus para a andlise quantitativa da formagdo de fibras coldgenas nas
imagens digitais capturadas das amostras bioldgicas da superficie capsular. A tonalidade
vermelha que caracteriza o coladgeno do tipo | sob a luz polarizada foi substituida pela cor
preta pura (RGB = 0) como primeira etapa de segmentacdo, seguida da conversdo das

tonalidades verdes (fibras tipo 111) para nivel de cinza (8 bits). Em seguida, com o auxilio de
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um histograma da imagem resultante foi calculada a média de pixels com nivel de cinza
superior ao valor zero para determinar a area de colageno tipo Il1. A densidade de coldgeno do
tipo | foi calculada de modo similar considerando a parte vermelha da imagem (Figura 7).

Os resultados obtidos pelos autores mostraram que ouve aumento na densidade de
ambos os tipos de coladgeno, sendo que o colageno do tipo | foi inferior ao tipo 11l se tornando
cada vez mais abundante ao longo do tempo.

Os autores concluiram que a avaliacdo de biocompatibilidade através do método de
quantificacdo das fibras de coladgeno foi inovadora, visto que até o momento as demais
maneiras de se avaliar eram imprecisas e demoradas. Ressaltam também que o método
proposto demonstrou melhor desempenho do que o método de Scheneider et al (2003), que
utilizou o software PhotoShop® para quantificar a areas da imagem preenchida pelas fibras de
colageno em um processo interativo da selecdo das areas de interesse, processando as imagens
uma a uma demandando um longo tempo de trabalho.

Segundo Zhang et al (2005), o desenvolvimento da macro no software Image-Pro
Plus® permite a realizacdo de analises de um conjunto de imagens digitais de amostras
bioldgicas de superficie capsular, reduzindo o tempo total das analises e facilitando o controle
dos parametros de processamento e a replicacdo dos resultados.

Entretanto, este autor ndo menciona nenhuma condi¢do padronizada de iluminacédo
para a aquisicdo das imagens digitais das amostras bioldgicas, 0 que pode comprometer a
autenticidade dos resultados obtidos com a macro desenvolvida para um conjunto de imagens
adquiridas com condic¢des de iluminacéo diversas. O autor também ndo menciona a utilizacédo
de pré-processamento para uma possivel normalizacdo ou ajuste das imagens que sao

processadas automaticamente.
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Figura 7. Exemplo de quantificacdo de fibras colagenas: (a) Imagem original com coloragdo Picrosirius Red sob
microscopia polarizada, (b) selecdo do colageno tipo 111 (verde) para cor preta. (¢) Conversao do colageno tipo |
(vermelho) para nivel de cinza, e (d) histograma de brilho da fibra de colageno tipo I. Escala em 100 micros.
Fonte: Zhang (2005)

Como estudos apontam que a maior producdo de coladgeno do tipo Il em relagdo ao
tipo | pode justificar o adelgacamento da fascia transversal e a sua fraqueza, Meyer et al
(2007) realizaram uma investigacdo quantitativa e qualitativa do colageno na fascia
transversal de doentes com hérnia inguinal.

Para tanto, os autores realizaram um estudo prospectivo de caso-controle com analise
de biopcias da fascia transversal de 27 doentes e 24 cadaveres com auxilio de microscopio

optico de luz polarizada. Para a coloragdo das amostras bioldgicas utilizaram hematoxilina-
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eosina e Picrosirios Red e para determinar as alteracbes na proporcdo e na quantidade de
fibras coldgenas empregaram a mesma metodologia de Zhang et al (2005).

Os resultados obtidos pelos autores mostraram que a area percentual média de
colageno (tipos I + IlI) e colageno do tipo I, nos dois grupos, mesmo nao apresentando
diferenca estatistica, a quantidade de colageno tipo Il foi maior nos doentes. Doentes
classificados com Nyhus Illa apresentaram maior quantidade de coladgeno do tipo Il1.

Os autores concluiram que nao havia diferenca significativa na quantidade de
colageno na facia transversalis de doentes comparada com o grupo controle. Foi encontrado
aumente na quantidade de colageno tipo Il nos doentes com hérnia e em maior quantidade

nos doentes classificados com Nyhus Illa (Figura 8).

Colageno tipo | versus tipo [l

69,81 71,46

8 Pacientes |

i
i B Controle
#
-
" 389 o
. .
Colageno | Colageno I

Figura 8. Comparacéo do colageno dos tipos | e 11l encontrados nos pacientes e no grupo controles.

Fonte: Modificado de Meyer (2007).

A analise quantitativa do colageno também tem sido amplamente utilizada em
pesquisas que visam o melhoramento das feridas em diversas fases da reparagédo tecidual.

Cuttle et al (2005) analisaram a colagenizagdo em feridas induzidas por queimaduras em fetos
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ovinos e em cordeiros para o estudo e comparacdo da estrutura do colageno entre estes dois
grupos (Figura 9).

Para a andlise das amostras de pele foi utilizado o corante Picrosirius red, um
microscopio de luz polarizada da marca Nikon EP600 (Nikon Corporation, Kanagawa, Japao)
equipado com um filtro polarizador através do qual o fundo da imagem foi visualizado em
preto e as fibras de colageno em vermelho e verde-claro para os tipos I e Ill. As imagens
digitais de todas as laminas foram capturadas por uma camera CCD no mesmo dia a fim de
evitar variabilidade associada a fonte de iluminacao.

A andlise morfometrica da imagem foi realizada por meio do software Image-Pro
Plus® (versdo 4.1.29, Media Cybernetics, Silver Spring, MD), em que foi calculada
automaticamente a area (microns quadrados) das fibras de colageno definidas pelas cores
vermelha ou verde definindo os intervalos de cores em cada canal RGB que seriam utilizados
para classificar as fibras. Foram usados 0s mesmos parametros para o processamento de todas
as imagens digitais adquiridas.

Os autores observaram que nos fetos a deposicdo de coldgeno aumentou em
decorréncia do tempo, sendo que as fibras de colageno do tipo Il se tornaram mais espessas €
maturaram para o tipo I. A relagdo entre ambos os tipos de fibras de coldgeno nos fetos
também aumentou, enquanto nos cordeiros se manteve ndo ouve um aumento semelhante.

Cuttle et al (2005) concluiram que a quantidade de colageno do tipo I e Il ndo sofreu
alteracdo significativa ap6s a lesdo, mas a arquitetura do tecido diferiu entre o tecido fetal e a

do cordeiro.
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Figura 9. As amostras de pele de feto com aumento de 40x: (a) grupo controle e (b) grupo experimental

(queimadura) e (c) periodo de aquisi¢do das imagens.

Fonte: Cuttle (2005)
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Figura 10. As amostras de pele de cordeiro com aumento de 40x: (a) grupo controle e (b) grupo experimental

(queimadura) e (c) periodo de aquisi¢do das imagens.

Fonte: Cuttle (2005)

Novelli et al (1997) realizaram um estudo das estruturas teciduais microscopicas

envolvidas no processo de reparacao tecidual de anastomoses colocélicas em suturas feitas

manualmente e por anel biofragmentavel.
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Para isso, os autores adquiriram imagens de alteragdes patognoménicas do processo
inflamatorio em anastomoses colocoélicas em 14 caes e quantificaram liquido de edema, tecido
fibromuscular, vasos e nacleos celulares através de processamento de imagens utilizando um
software desenvolvido no laboratorio de informatica dedicado a odontologia (LIDO) da
universidade de S&o Paulo.

Os resultados obtidos foram comparados, como contraprova, aos obtidos através de
leituras convencionais feitas por dois patologistas. A gradacdo de alteracBes ausente, leve,
moderada e intensa foi utilizada nesta leitura para que se semi-quantificassem as mesmas
variaveis lidas pelo software de processamento.

Os autores observaram que houve diferenca significativa entre as duas técnicas de
sutura e que a sutura realizada com a de anel biofragmentavel apresentou menor quantidade
de edema, fibras organizadas e prevaléncia de nucleos celulares alongados em relacdo aos
esféricos, sinal evidente de organizacdo tecidual.

Os resultados permitiram aos autores concluirem que a histometria por processamento
de imagem computacional mostrou-se eficiente na quantificacdo das principais estruturas
teciduais envolvidas no processo inflamatdrio e regenerativo do tecido.

Ao software de processamento de imagens utilizado foi dado o nome comercial de
ImageLab (Figura 11), o qual também foi comercializado pela empresa Softium. Neste
software, inicialmente se define os padrdes morfoldgicos através da area e do perimetro para o
calculo do fator de forma, que é obtido através da relacdo entre ambas as variaveis.

Para obter os valores de area, perimetro e fator de forma, ha a separacdo de estruturas
da imagem através da identificacdo e da subtracdo de um determinado ponto (pixel) da tela
com o respectivo valor de cor no intervalo entre 0 e 32 tons. O usuario seleciona com o
auxilio de um quadrado de estrutura variavel uma amostragem da imagem, todos os valores
das cores dos pixels no interior do quadrado séo guardados em uma tabela de padrdes. Se o
valor da cor do pixel se repetir n vezes, apenas um valor serd armazenado no interior do
quadrado, apos esse procedimento o algoritmo varre toda a imagem comparando o valor da
cor de cada pixel com a tabela de padrdes.

Se o valor corresponder a algum outro na tabela, este € subtraido da imagem, de tal
forma que permanecem somente as estruturas formadas pelos pixels diferentes daqueles

pertencentes ao padrdo selecionado. Outro padrdo, apds cada varredura, pode ser novamente
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determinado efetuando 0 mesmo procedimento de posicionamento do quadrado em outra area

da imagem, definindo o momento adequado da subtrac&o.

Figura 11. Tela do software ImageLab.

Fonte: Novelli et al (1997)

Outros softwares como 0 KS-400 e o KS 300 da ZEISS, ImageJ e Photoshp também
sdo utilizados para auxiliar nas andlises de imagens histologicas. Entre os autores que
utilizaram os softwares KS-400 e KS 300 para analise do colageno encontram-se Benedicto et
al (2003) e Leite et al (2004). Porém, ambos os autores ndo detalham a metodologia utilizada
para o0 processamento das imagens.

O software ImageJ é de dominio publico e desenvolvido em Java (disponivel para
download em: http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Nas principais analises encontradas

na literatura realizadas com o auxilio desse software foram consideradas imagens em escala
de cinza. Por exemplo, Sanders et at (1998) utilizou o Photoshop para converter a imagem em
niveis de cinza e o ImageJ para aplicar um threshold, afim de quantificar a area total das
fibras de colageno, sem distinguir seus tipos.

Recentemente, pesquisadores da Universidade de Mogi das Cruzes desenvolveram um
software (CFC_Image v.1) para anélise de imagens bioldgicas com interface amigavel, de


http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html
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baixo custo e que permite realizar o processamento de um conjunto de imagens
automaticamente, considerando parametros selecionados a partir de uma imagem referéncia.
Estes parametros sao selecionados pelo usuario de modo interativo também.

Para desenvolver um método automatico de classificacdo e de quantificacdo das fibras
de colageno dos tipos | e 111, foi utilizado o modelo de cores RGB e elaborado um algoritmo
que realiza uma decomposi¢do dinamica das cores em RGB. Isto permitiu analisar as
caracteristicas de imagens digitais adquiridas de laminas histologicas preparadas com
amostras de coldgeno e constatar que os pixels visualmente classificados como verde
(referentes as fibras de colageno do tipo I11) possuem a componente R maior em até 25% em
comparagdo com a componente G.

Com base nesta observacdo foram definidos os limiares com valores minimos de cada
intensidade dos componentes RGB para classificacdo das fibras de colageno dos tipos | e 11l
sem a intervencéo direta do observador a cada processamento. O fundo da imagem (pixels
sem informac&o util; material amorfo) foi delimitado com o componente B menor ou igual a
30, as fibras verdes classificadas por terem o componente R maior em até 25% em relacdo ao
G e acima deste percentual o pixel é considerado como fibra vermelha.

Em seguida foi elaborado um algoritmo que realiza uma varredura em toda a imagem
com as condi¢Oes definidas. Se a tonalidade do pixel é considerada como material amorfo, o
pixel é pintado com a cor branca. Porém, se a tonalidade pertence ao limiar considerado como
fibra de colageno do tipo Il é atribuida cor verde ao pixel. Caso contréario a tonalidade do
pixel é substituida pela coloracdo vermelha, que é caracteristica das fibras colagenas do tipo I.
Por ultimo, o software realiza a quantificacdo dos pixels com tonalidades verdes e vermelhas,

como ilustrado na Figura 12.
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Figura 12. Software CFC_Image v.1.0. Imagem da lamina com as fibras de colageno tipo | e 111 e a mesma

imagem ap0s processamento.

Este software passou por uma etapa de validacdo, em que foram processados dois
conjuntos de imagens digitais, sendo um de imagens simuladas e outro de imagens adquiridas
de 20 laminas, preparadas com amostras de reparo tecidual selecionadas com o propdsito de
observar a maturacdo das fibras de coladgeno dos tipos | e Il nas diferentes fases da
cicatrizacdo. Os resultados obtidos foram comparados com outros obtidos com o Image-Pro
Plus para 0s mesmos conjuntos de imagens. Seu desempenho também foi comparado com o
Image-Pro Plus.

As imagens das amostras de reparacdo tecidual foram cedidas por Cruz (2007), que
realizou um estudo sobre o efeito da estimulacdo elétrica na cicatrizacdo cutanea pos-
operatéria. Estas imagens com 512x456 pixels foram adquiridas de laminas histolégicas
coloridas com Picrosirius Red e com o auxilio de um microscopio éptico de luz polarizada.
As amostras de reparagéo tecidual foram colhidas em trés diferentes periodos de maturacédo da
lesdo: as imagens de 1 a 6 fazem parte do grupo G1 (adquiridas ao terceiro dia), as imagens de
7 a 13 pertencem ao grupo G2 (adquiridas ao sétimo dia) e as imagens de 14 a 20 sdo do

grupo G3 (adquiridas ao décimo quarto dia).
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Com as imagens simuladas foi possivel testas os limiares de classificacdo e com o
processamento das imagens de amostras de pele lesada tanto com o CFC_Image v.1 como
com o Image-Pro Plus foi possivel analisar os processos de cicatrizacdo em diferentes etapas.
Os valores quantificados corroboram com a literatura especifica da area, onde com o decorrer
do processo de reparacdo tecidual as fibras tipo 11l sdo substituidas pelas fibras tipo I, este
evento pode ser quantificado (Figura 13).
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Figura 13. Resultado da classificacdo e da quantificagdo de fibras de coldgeno dos
tipos (a) I e (b) 111 em trés diferentes fases de maturacdo do processo cicatricial

com a utilizagdo dos softwares CFC_Image v.1 e Image-Pro Plus.
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Segundo Cheng et al (2001), a cor € um eficiente descritor, que muitas vezes
simplifica a extracdo e o reconhecimento de algum objeto ou area da imagem num sistema de
visdo computacional. Porém, a cor também esta ligada a geometria de iluminacdo, ou seja, a
direcdo e a intensidade da fonte de luz bem como sua distribuicao espectral.

Visando minimizar este problema, Perez (2001) desenvolveu um algoritmo de pré-
processamento para calibrar os componentes RGB em imagens coloridas de Ulceras de perna.
As imagens utilizadas foram adquiridas por uma camera VHS comum sem a padronizacao das
condicdes de iluminacdo, conseqlientemente, as imagens apresentaram uma grande variacdo
qguando sé&o comparadas com outras imagens do mesmo paciente adquiridas em outras fazes
de tratamento.

A referéncia de calibracdo utilizada foi uma régua branca, que estava presente em
todas as imagens. Assim, o usuario seleciona manualmente uma éarea deste objeto e o
algoritmo calcula a porcentagem necesséria para elevar o valor de cada canal RGB do seu
nivel atual para 0 méaximo de branco, R=G=B=255. Em seguida, esta compensacao é aplicada
em toda a imagem. A equacdo 1 mostra como é feito o calculo e a Figura 14 ilustra o

resultado do processo de calibragéo.

. Maxe
Sech = | M=y
Ren(x. v 2
e 2 Z;, (x,) 2)
Gr.«':-(,\', ‘l] =F r.FJI{:.Tj ‘I.) * Sen (3)

Sendo que: ch corresponde a cada canal presente sempre o lado direito de cada variavel;
Maxch é o valor maximo de cada canal, no caso 255 para todos; Sch armazena a porcentagem
que iréd regular o canal; Rch consiste na amostra da régua referente ao canal ch; Geh é o canal

calibrado; e Fch é a imagem original.
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(b)

Figura 14. Imagem digital captura de lesdo: (a) original e (b) com normalizag&o da iluminagéo.

Fonte: Perez (2001)

Menezes (2000) prop0s o desenvolvimento e a avaliaghio de um sistema
optico/mecanico em conjunto com software capaz de extrair parametros quantitativos
associados a coloracgdo e a estrutura da iris. Seu objetivo era determinar o nivel de glicose no
sangue de forma ndo invasiva a partir do processamento de imagens da iris.

Com o sistema Optico foi possivel a captacdo da imagem da iris e com o software
extrair diferentes parametros, como os componentes RGB e/ou HSI, que através de um
sistema de referéncia de posicdo correlaciona-os as diferentes regifes da iris. Também foi
realizado um levantamento das possiveis condi¢cdes de incertezas e realizados ensaios e
andlises estatisticas para avaliar a influéncia de cada fonte de incerteza sobre o sistema.
Dentre os achados, estd a variagdo da intensidade luminosa e fontes associadas, tais como:
algoritmo de processamento e classificacdo das cores, cdmera fotogréfica digital, condi¢Ges
ambientais e habilidade do operador.

Codes (2003) dando seqliéncia ao projeto de Menezes (2000) propds uma metodologia
para compensacdo das cores provocadas pelo sistema ou por interferéncia externa ao mesmo.
Trés modelos de correcdo das cores foram implementados e testados, todos baseados em
transformacdes lineares entre coordenadas RGB, destacam-se 0 modelo de trés constantes
multiplicativas distintas para coordenada de cor.

A correcdo é feita entdo de acordo com as equagdes:

Rc=Kr.r 4
Gc=Kg.g (5)
Bc=Kb.b (6)
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Sendo que Kr, Kg e Kb sdo fatores de correcdo para as componentes R, G e B
respectivamente; r, g e b sdo valores dos componentes R, G e B da imagem original; e Rc, Gc
e Bc sdo valores corrigidos para os componentes R, G e B.

A avaliacdo foi feita com base em experimentos em condi¢Ges controladas, que
envolveu uma avaliagdo da cadmera digital utilizada no sistema, sua estabilidade na medicao
das cores ao longo do tempo, variagcdes nas condi¢Oes de iluminagdo e no posicionamento
relativo entre a cdmera e 0 objeto, bem como uma avaliacdo das influéncias externas ao
sistema.

Os resultados obtidos pelos autores mostram que é possivel reduzir as incertezas
presentes na medicdo de cor com a utilizagdo dos algoritmos propostos. Apontam, também, as
condi¢des mais adequadas de aquisicdo das imagens e 0s requisitos necessarios as referencias

de cores a serem utilizadas na correcao.

(b)

Figura 15. Imagem (a) modificada artificialmente e (b) corrigida pela metodologia proposta.

Fonte: Codes (2003)
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4 MATERIAIS E METODOS

Para alcancar os objetivos propostos foram planejadas as seguintes etapas:

Procedimento experimental para verificar a influéncia da iluminacdo sobre

identificacdo das fibras colagenas

v

v

Selecdo de laminas de amostra de pele integra (ndo lesionada);

Determinacdo e avaliacdo das condi¢bes de iluminacdo permitidas pelo

equipamento para a aquisi¢cdo das imagens digitais;

Mensuragdo da intensidade da luz que atinge a ld&mina em todas as condicdes

possiveis no equipamento;

Processamento e Andlise das imagens adquiridas

v

v

Selecdo de uma imagem digital capturada da lamina de pele integra, que
apresenta a propor¢do de 90% de fibras do tipo | e 10% de fibras do tipo IlI,

para ser utilizada como imagem referéncia;

Quantificacdo das fibras de colageno dos tipos I e 11l usando o Image-Pro Plus
e 0 CFC_Image v.1 (modelo de cores RGB);

Analise comparativa da quantificacdo realizada na imagem referéncia;

Procedimento computacional para minimizar a influéncia da iluminacéo

v

Substituicdo do modelo de cor RGB utilizado na primeira verséo do software
CFC_Image por HSV;

Quantificacao das fibras de colageno dos tipos | e 11l usando o CFC_Image v.2
(modelo de cores HSV);

Desenvolvimento de procedimentos para maximizar a reducao da influéncia da

iluminacdo nas imagens adquiridas com condicao de iluminacdo diversa;

Utilizac&o destes procedimentos como etapa de pré-processamento, seguida do

processamento utilizando CFC_Image v.2;

Analise dos resultados obtidos e comparagdo com a imagem referéncia.
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Estas etapas séo descritas nos itens seguintes.

4.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A influéncia das condi¢bes de iluminagdo foi verificada com o auxilio de uma
investigacdo experimental, realizada no Laboratorio de Estudo do Movimento e Estimulago
de Tecidos (LeMoveTec) da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC). Nos itens seguintes

sdo descritos os materiais utilizados e o procedimento experimental realizado.

4.1.1 Materiais utilizados

Os materiais usados para realizacdo da pesquisa sao:

e Um microscopio Optico de luz polarizada da marca Leica®, modelo DMLP
(Figura 16);

e Uma camera de video da marca LG modelo GC-415N-MD (Tabela 2),

acoplada ao microscopio para a aquisi¢cdo das imagens digitais;

e Uma lamina de corte histolégico corada com Picrosirius Red, com amostra de

pele normal (sem leséo);

e Um microcomputador, Pentium 1V 1.90 GHz, 512 MB de meméria RAM e
sistema operacional Windows XP — Professional para registro e processamento

das imagens adquiridas;

e Um resistor LDR e um multimetro para a mensuragéo da saida de luz.
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Figura 16. Microscépio de luz polarizada com uma cdmera acoplada e um monitor de imagem.

Tabela 2. Principais especifica¢fes técnicas da cAmera de video.

Especificacoes Céamera LG GC-415N-MD
Sistema de sinal NTSC
Dispositivo de Imagem  1/3“ CCD (Total 410,000 pixels)
Pixels efetivos 768 H x 494 V (Total 380,000 pixels)
Sistema de digitalizacdo 15.734 Khz, 59.94 Hz
Resolucdo 480 linhas TV

Fonte: Operation Manual, LG-Honeywell.

4.1.2 Selecéo da lamina histologica

Foram pré-selecionadas sete laminas com amostras de pele em condi¢fes normais, as
quais fizeram parte de um projeto anterior no Programa de Pos-graduacdo em Engenharia
Biomédica da Universidade de Mogi da Cruzes.
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Para a selegdo da lamina histologica a ser utilizada como padrdo nas analises de

variacdo de iluminacéo foram consideradas os seguintes critérios de incluséo:

e Corte histolégico corado com Picrosirius Red para a observagdo das amostras
sobre polarizadores cruzados;

e Lamina cuja amostra de pele continha a presenga das fibras de colageno dos
tipos | e Ill, evidenciadas pelas tonalidades vermelha e verde, com bom
contraste entre si e o fundo da imagem (material amorfo);

e Lamina que ndo continha nenhum tipo de artefato, como pelos ou partes de
outras amostras teciduais; e

e Laminas que apresentasse a proporcdo de fibras de colageno indicada na
literatura de 90% do tipo | e 10% do tipo III.

4.1.3 Determinacéo das condic6es de iluminacéo e aquisicdo das imagens

Para identificar as condicdes de iluminacdo que exercem maior influéncia sobre a
qualidade da imagem e, por conseguinte, causam variacdes na classificacao e na quantificacdo
automatica das fibras de colageno, foram adquiridas 9 imagens digitais de uma mesma lamina
histoldgica, focando o mesmo local sobre a amostra e variando apenas as condi¢des de

iluminacdo para cada nova aquisicdo. Foi utilizado o seguinte protocolo:

1. Posicionamento da lamina histol6gica sob a objetiva de 20 do microscépio 6ptico;

2. Ajuste das condicBes de iluminacdo para visualizacdo da amostra com 0s
diafragmas de entrada e saida de luz para a amostra;

3. Captura e armazenamento da imagem digital;

4. Alteracdo das condicdes de iluminacéo;

5. Repeticdo dos procedimentos 2 a 4 para todas as condi¢des de iluminacdo sob

anélise.

As condi¢des de iluminagdo foram escolhidas levando em consideracdo que o
contraste da imagem da lamina histoldgica pode ser alterado de acordo com a abertura do
diafragma de entrada da luz e do diafragma localizado depois do polarizador do microscopio
(Figura 17). Dessa forma, foram testadas todas as condi¢cBes de ajuste possiveis com o

aparelho, sendo que enquanto um parametro era alterado o outro foi mantido constante.
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Figura 17. Posicionamento dos diafragmas de: (a) entrada de luz e (b) saida de luz.

4.1.4 Mensuragéo da saida de luz

A mensuracdo da saida de luz do microscépio para cada uma das condicdes de
iluminacdo avaliadas foi realizada com a utilizagdo de resistor do tipo LDR (Light Dependent
Resistor ou Resistor Dependente de Luz). O LDR é um transdutor de entrada (sensor) que
converte a luz em valor de resisténcia que varia conforme a intensidade de radiagédo
eletromagnética do espectro visivel que incide sobre ele.

A resisténcia do LDR varia de forma inversamente proporcional a quantidade de luz
incidente sobre ele, isto €, enquanto o feixe de luz estiver incidindo, o LDR oferece uma
resisténcia muito baixa. Quando este feixe diminui, sua resisténcia aumenta.

Conjuntamente, foi utilizada uma bateria 9v, um resistor para redugdo da carga que
chega ao LDR e um multimetro para a leitura da resisténcia, como ilustra o circuito
apresentado na Figura 18.

O LDR foi acoplado no lugar da camera de video para capturar valores de resisténcia

da luz em cada ajuste de iluminacao disponiveis nos diafragmas do microscopio.
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Figura 18. Circuito utilizado para mensurar a intensidade de luz em cada condigdo de iluminacéo testada.

4.2 PROCESSAMENTO DAS IMAGENS

O processamento de imagens foi realizado tanto para a selecdo da imagem referéncia,
representativa de uma amostra de pele saudavel, como para avaliar a influéncia da iluminagéo
sobre a classificacdo e a quantificacdo das fibras de coladgeno dos tipos | e Ill, conforme

descrito nos itens seguintes.
4.2.1 Descrigo dos softwares utilizados

4.2.1.1 Image-Pro Plus

O software Image-Pro Plus, que é mencionado na literatura como um bom software
para realizar o processamento de imagens e quantificar fibras de colageno, também foi
utilizado neste trabalho.

Foi verificada a sua eficiéncia na quantificacdo das proporcdes de fibras de coladgeno
dos tipos I e 11l em funcédo da variabilidade nas condi¢fes de iluminacdo de uma amostra de
pele saudavel, bem como foi realizada uma comparacéo desta eficiéncia com aquela obtida
com o software CFC_image, desenvolvido em trabalho anterior.

A ferramenta utilizada no software Image-Pro Plus foi a Count/Size, que possibilita a
separagdo dos objetos presentes na imagem em classes distintas bem com o célculo da érea

ocupada por cada um dos objetos.
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A separacdo é realizada de forma semi-automatica e o célculo da &rea ocorre
automaticamente conforme o usuério seleciona pixels na imagem, que se referem a cada uma
das classes criadas, “clicando” com o mouse sobre eles. Tal procedimento deve ser repetido
para cada novo processamento realizado.

No caso das imagens digitais adquiridas de amostras de pele, foram criadas trés
classes, sendo as duas primeiras para representar as areas preenchidas com as tonalidades
vermelha e verde, ambas referentes as fibras de coldgeno dos tipos I e Il1, respectivamente. A
terceira classe foi criada para a selecdo do fundo da imagem (pixels sem informacdo util;
material amorfo) para que esta area ndo fosse contada como pertencente a alguma das classes
anteriores.

As areas quantificadas para cada uma das classes foram exportados para o software

Excel® para serem comparadas com a quantificacdo realizada com o software CFC_Image.

4.2.1.2 CFC_Image

Foi utilizado inicialmente 0 CFC_Imagem v.1 conforme descrito no “Estado da arte”,
no qual os pardmetros de processamento a serem considerados para 0s conjuntos de imagens
de laminas de reparacdo tecidual ja foram pré-estabelecidos em funcdo de dado um conjunto
de imagens de reparacéo tecidual.

O modelo de cores RGB, implementado neste software foi substituido, em seguida,
pelo modelo de cores HSV, que se baseia nas variaveis da percep¢do humana das cores,
obtendo-se 0 CFC_Image v.2. Nesta nova versdo, o processamento para classificacdo das
cores € realizado com a utilizacdo do modelo de HSV com os pardmetros obtidos a partir de
uma dada imagem referéncia escolhida pelo usuario.

As Figuras 19 e 20 mostram os fluxogramas dos algoritmos de Smith, 1978 e Foley et
al (2003), adaptados por Watanabe (2009), que foram utilizados para realizar a conversédo
entre os modelos RGB e HSV.

As quantificacOes realizadas também foram exportadas para o Excel® para serem

comparadas com aquelas realizadas com o software Image-Pro Plus.
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max <- Maximol(r,g.b);
min <- Minimo(r,g.b);
V <- max;

S <- ((max-min)/max};
delta <- max - min;

S < 0.0;
H <- Indefinido;

b)/delta: |

h J
H <- H*60- [H <- 4.0+(r-g)/delta: |

Figura 19. Fluxograma para conversao do RGB para HSV.

Fonte: Watanabe (2009).
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Figura 20. Fluxograma para conversdo do HSV para RGB.

Fonte: Watanabe (2009).
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Para a determinacéo dos intervalos de cores foi utilizado o algoritmo desenvolvido por
Watanabe (2009), que seleciona dinamicamente cada intervalo de cores através de “cliques”
sobre as tonalidades desejadas na imagem. Os algoritmos calculam os novos intervalos de
cores a cada tonalidade inserida e realizam um novo processamento na imagem a procura de
todas as tonalidades que se enquadram neste novo intervalo, permitindo que o usuario
acompanhe o processamento (Figura 21). Na figura 22 é apresentado o fluxograma do

algoritmo desta funcao.

Arcun  Ioom Pré Procescemento Fllros Cikulis  Pardmetros  Sjoda Sar

e B Q) B @®| P| oh| Gewimegen tess BMP | Geva imagem ests HEY
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Figura 21. Entrada dos parametros HSV através da selecdo das tonalidades vermelha e verde na imagem de

referéncia.
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Hmin «— H; Hmax — H;

Smin «— S; Smax — S:

Vmin «— V. Vmax < V;

H_Hmin « [H - Hmin|; H_Hmax « |H - Hmax];
Min_Interval «— Minimo(359 - H_Hmin,
359 - H_Hmax, H_Hmin, H_Hmax);

Min_Interval =
359 - H_Hmin

Min_Interval =
359 - H_Hmax

Figura 22. Fluxograma para estabelecer um intervalo de cor dinamicamente.

Fonte: Watanabe (2009).
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4.2.2 Selecdo da imagem referéncia

Seguindo o protocolo de aquisi¢do de imagens descrito anteriormente foram analisadas
sete laminas de amostra de pele normal. Com o auxilio do software Image-Pro Plus
manualmente se quantificou as tonalidades vermelha e verde destas imagens buscando
encontrar a propor¢do que mais se aproxima do referenciado na literatura de 90%
correspondente as fibras de colageno do tipo | e 10% ao tipo IlI.

Nos ajustes de iluminacdo onde o diafragma de entrada de luz era fixado em 6 e 0
diafragma do polarizado em 3, cuja tensdo medida posteriormente foi de 0.036 v, foi possivel
capturar uma imagem que apresentou a proporcao de 89,66% de fibras de colageno do tipo | e
10,33 % de fibras de colageno do tipo 11 (Figura 23)

Figura 23. Imagem utilizada como referéncia, onde é possivel quantificar a proporcao de 90% de fibras de

colageno tipo | e 10% para as fibras de colageno do tipo IlI.

4.2.3 Selecdo dos parédmetros para processamento automatico

A imagem selecionada como referéncia foi utilizada para calibrar o software
CFC_Image v.2.0 para que fosse possivel processar um conjunto de imagens segundo um
unico limiar.

Foram extraidas desta imagem as coordenadas de classificacdo de cores do sistema
HSV determinando o valor maximo e minimo para matiz (H) saturacdo (S) e valor (V). Sendo
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assim, a tonalidade vermelha e verde correspondente as fibras do tipo | e Ill, foram
classificadas de acordo com os parametros mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Par@metros de classificagdo das cores HSV obtidos a partir da imagem de referéncia.

Tipo de Matiz Saturacéo Valor
fibra Min. Max. Min. Max. Min. Max.
| 33 359 136 255 61 198
1 19 39 157 239 135 152

Com a utilizacdo destes parametros para a classificacdo da cores no software
CFC_Image v.2.0 foi possivel quantificar a propor¢do de 89 % de fibras de colageno do tipo |
e 10% de fibras de coladgeno do tipo Il na imagem de referéncia. Estes pardmetros foram
mantidos para o0 processamento das demais imagens para estudar a influéncia da variacdo das

condicdes de iluminacéo.

4.3 CORRECAO DA INFLUENCIA DA ILUMINACAO

Algumas imagens digitais adquiridas de ldminas histolégicas com microscopio 6ptico
e luz polarizada e também com variacGes nas condi¢Ges de iluminacdo podem ser corrigidas,
empregando-se uma etapa de pré-processamento antes da realizacdo do processamento
(segmentacéo e quantificacdo do detalhe de interesse).

Uma andlise realizada com todas as imagens adquiridas com as variacOes de
iluminacdo mostraram que algumas imagens também devem ser descartadas porque
apresentam uma luminosidade, onde ndo se pode visualizar as tonalidades de interesse.

As escalas minimas do diafragma de entrada de luz 2,5 e 4, quando combinadas com
as escala de 1 a 6 no diafragma do polarizador, ndo permitiram a visualizacdo na imagem de
nenhuma das tonalidades de interesse.

Os valores de tensdo medidos nestas condigdes variaram entre 0,011 a 0,018 e se
mostrou insuficiente tanto para a formacdo e captura da imagem pela cdmera de video, quanto

para observacao no ocular do microscépio.
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Também foram descartadas para este processamento as imagens adquiridas em
intensidades muito elevadas, as quais foram capturadas a partir da escala 9 a 12 no diafragma
de entrada de luz. Os valores de tensdo medidos nestes posicionamentos variaram entre 0,072
a0,142.

Sao descritos a seguir 2 algoritmos para realizar a corre¢éo da iluminagéo.

4.3.1 Ajuste de brilho

O ajuste de brilho das imagens com baixa luminosidade e contrate foi realizado com a
implementacdo de algoritmos para o realce linear. Este método se baseia em técnicas no
dominio espacial que operam diretamente os pixels que compdem a imagem.

Funcdes de processamento de imagens no dominio espacial podem ser expressas

como:

g(x, y) =T [f(x, y)] (7)

Em que f (X, y) é a imagem de entrada, g (X, y) é a imagem processada, e T é um
operador sobre f, definido sobre alguma vizinhanca de (X, y) (GONZALEZ & WOODS,
2003).

Esta funcdo de processamento foi aplicada em cada canal R, G e B como também
utilizado por Codes (2003) nas equaces (4) a (6):

Em um grupo de imagens digitais o usuério seleciona uma Unica imagem como padréo
de referéncia (ou seja, que apresenta boa qualidade para a visualizacdo das fibras de colageno
dos tipos | e IlI), o algoritmo extrai desta imagem as caracteristicas principais, tais como
média global e média para cada uma das componentes R, G e B da tonalidade do pixel, os
quais serdo utilizados como parametros para o ajuste das demais imagens.

O usuario ao observar o ajuste feito na imagem, ainda pode aumentar o valor das
constantes multiplicativas para as componentes R, G e B separadamente e, dessa forma,

buscar uma aproximacédo da imagem sob analise com a imagem referéncia.

4.3.2 Equacéo de Boltzmann

A funcdo Botzmann, expressa pela equacdo (8), foi utilizada para realizar uma

correcdo no brilho de imagens digitais adquiridas com varia¢des nas condi¢oes de iluminacao.



56

Al - A2 (8)
~—+ A
o € xp fdx 2

y =
1+

sendo que os parametros A;, Az, Xo € dx sdo considerados como mostrado na Figura 24.

=2

(0, (AT+AZW)

=51

Figura 24. Forma da Func¢do Boltzmann

Em que A; e A;s80 os valores minimos e maximos referente a um dos componentes R, G e B,

Xo € 0 valor médio entre A; e A, para toda a imagem e dx € uma constante de tempo que esta
relacionada com Xo.

O algoritmo desenvolvido para aplicar esta equacao realiza os seguintes passos:

v Uma varredura na imagem referéncia a fim de encontrar:
o 0s valores maximos e minimos dos componentes R, G e B (RRmin, RRmax,
GRmin, GRmax, BRmin, BRmax) e os valores médios (RRM, GRM, BRM);
v" Calculo da exposicao para cada um dos componentes R, G e B (xr, xg e xb) da imagem
referéncia com ilustra a equagéo 9:

xr=3,0- (RRM * 3,0)/RRmax 9)
v" Caélculo do valor de dx através da expressdo

dx = ((xr + xg + xb)/3) * 1,5 (10)
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v Realiza varredura na imagem real e encontra

O

O

os valores méaximos e minimos de (Rmin, Rmax, Gmin, Gmax, Bmin, Bmax);
os valores médios (RM, GM, BM);

v Realiza varredura na imagem real e

O

O

Obtém o valor dos componentes R, G e B
Calcula a exposicéo referente a cada um destes componentes (xr, Xg e xb)
conforme ilustra a equagéo 11

xr=3,0 - (R* 3,0)/Rmax (12)

Calcula a exposi¢do média para os componentes R, G e B (x0r, x0g e x0b)

conforme ilustra a equacéo 12
x0r =3,0 - (RRM * 3,0)/255 (12)

Aplica a equagéo de Boltzmann para os componentes R, G e B como ilustra a
equacéo 13

R = arredonda (((Rmax - Rmin) / (1 + exp(xr - x0r)/dx)) + Rmin); (13)

Verifica se os valores calculados para 0os novos componentes R, G e B estdo entre
0 e 255, caso contréario atribui 0 para valores menores que zero e 255 para valores
maiores que 255;

Por ultimo, plota os novos componentes R, G e B num objeto imagem.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MENSURACAO DA SAIDA DE LUZ DO MICROSCOPIO OTICO

A Figura 25 apresenta os valores referentes & intensidade de luz que foram
mensurados em cada posicionamento de ajuste no microscopio com auxilio de um resistor
LDR. O eixo x refere-se aos posicionamentos de abertura do diafragma de entrada de luz e o

eixo y aos valores de tensdo que foram medidos em seis pontos distintos.

Mensuracao da luz nos diferentes posicionamentos
__ 016
20,14 %
8 0,12 $-
o P
é 0,1 g':::.x‘"__-.
5 0,08 _E::ﬁ._j_-—"
-50,06 R e
2] ,e*2 .- m
004 OPrES i
80,02 !gsEE ‘_‘f:_‘____.....a-.---'-0-'-"0""" D = 2
E O T T T T T

0 2 4 6 8 10 12
Posicionamento do diafragma de entrada de luz
el =2 43 x4 x5 e§

Figura 25. Teste realizado para mensurar a quantidade de luz.

No grafico acima nota-se que nos posicionamentos iniciais da escala do diafragma de
entrada de luz os valores de tensdo sdo proximos a zero ainda que se aumente a abertura do
diafragma do polarizador. As imagens nas quais foi possivel a observacdo das fibras de
colageno foram as adquiridas a partir da escala 5 do polarizador de entrada de luz, isto é, a
partir do valor 0,023V de tens&o da intensidade de luz medida.

Os valores que excederam o valor de tensdo 0,075V a 0,142V, que se encontram na
escala de 9 a 12 no diafragma de entrada de luz, também néo foram considerados adequados
para aquisi¢do das imagens, pois a alta intensidade de luz gera imagens saturadas, perdendo a
definicdo das tonalidades dos pixels, que diferenciam as fibras de colageno dos tipos I e 11, 0

que inviabiliza o processamento automatico e semi-automatico.
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No diafragma do polarizador, o posicionamento minimo 1 da escala tambeém se
mostrou inadequado, pois a quantidade de luz que é transmitida sobre a amostra é insuficiente
para a deteccdo das tonalidades dos pixels relativos as fibras de colageno dos tipos I e I11 e,
conseqiientemente, as imagens digitais adquiridas nesta condi¢cdo nao foram submetidas tanto
ao pré-processamento como ao processamento em nenhum dos dois software empregados no
estudo.

Os valores intermedidrios medidos entre 0,023V a 0,067V se mostraram mais
apropriados para a aquisicdo de imagens digitais e para a realizacdo do pre-processamento e
do processamento destas imagens. Estes valores puderam ser medidos a partir do
posicionamento 5 até o 8 na estala do diafragma de entrada de luz.

5.2 EFICIENCIA DOS MODELOS DE COR RGB E HSV

Os graficos apresentados na Figura 26 ilustram a eficiéncia das duas primeiras versdes
do software CFC_Image em que foram implementados os modelos de cor RGB e HSV para
processar as imagens digitais de reparacdo tecidual.

Os gréficos da Figura 27 mostram os resultados dos processamentos realizados com o
método automatico do software CFC_Image v.2.0 e com o método interativo do software
Image-Pro Plus. Para isso, foi utilizado o mesmo conjunto de imagens a fim de se observar as

proporcdes das fibras de colageno dos tipos | e 111.
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CFC_Image v.2.0 - HSV Image-Pro Plus
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Figura 27. Quantificacdo das fibras de colageno realizadas com (a) CFC_Image v.2 e (b) Image-Pro Plus nas

imagens digitais adquiridas da amostra de pelo normal com variagdo nas condi¢des de iluminacéo.
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Na Figura 26 nota-se que o método de classificacdo de cores elaborado com o modelo
RGB néo foi eficiente quando aplicado em imagens digitais adquiridas de amostras de pele
saudavel considerando diferentes condicGes de iluminacéo, visto que as fibras de colageno do
tipo 11l representada pela tonalidade verde ndo foi quantificada em nenhuma das imagens
representadas pelos graficos da coluna (a).

Com a aplicagdo dos limiares de classificagdo de cores do modelo HSV, as fibras tipo
I11 ndo foram quantificadas em nenhuma proporcao apenas no posicionamento 5 do diafragma
de entrada de luz, como ilustrado pelos graficos na coluna (b) .

Na Figura 27, observa-se que a quantificacdo interativa das proporc¢des das fibras de
colageno dos tipos | e 111 realizada com o software Image-Pro Plus sofrem maior variagdo em
decorréncia das alteracdes das condicdes de iluminacdo da lamina histolégica. Pois em
determinadas condi¢fes de baixa ou alta luminosidade, o usuério fica impossibilitado de
identificar as tonalidades de interesse, quantificando mais ou menos pixels que os realmente
existentes na imagem, tanto para fibras de coladgeno do tipo | (vermelho) como do tipo Ili
(verde).

Com excecdo do ajuste 5 no diafragma de entrada de luz, em que ambos os softwares
ndo quantificaram as fibras de colageno do tipo I1l, nos demais ajustes o software CFC_Image
se mostrou mais eficiente na quantificacdo das tonalidades vermelha e verde com proporcoes

préximas a imagem de referéncia.

5.2 AJUSTE DE BRILHO

As imagens apresentadas nas Figuras 28 a 31 mostram 0s conjuntos de imagens que
foram submetidas ao pré-processamento considerando o ajuste de brilho. Para a aquisigdo
destas imagens foi fixado o valor do diafragma de entrada de luz e variadas as escala no
diafragma do polarizador de 1 a 6 com incremento de 1 unidade.

As imagens capturadas nas combinagdes 5-1, 6-2, 7-1 e 8-1 foram descartadas porque
ndo foi possivel distinguir as tonalidades vermelha ou verde. Na coluna a esquerda estdo as
imagens antes do pré-processamento, e na a coluna direita a mesma, ap0s 0 preé-

processamento.
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(@)5_2 (b)5_2

()5 4 ()5 4

()56 (i) 5_6

Figura 28. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condi¢des de iluminacgéo de 5-3 a 5-6

tanto antes (a, c, e, g, i) como apos (b, d, f, h, j) a realizacdo do pré-processamento com o ajuste de brilho.
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(2)6_2 (b)6_2

(c)6_3 (d)6_3

(e)6_4 (H6_4

(9)6.5 (h)6_5

(i)6_6 () 6_6
Figura 29. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condi¢des de iluminacéo de 6-2 a 6-6

tanto antes (a, c, e, g, i) como apos (b, d, f, h, j) a realizagdo do pré-processamento com o ajuste de brilho.
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() 7_2 (b)7.2

()73 (d)7_3

(e)7_4 7.4

(@75 (h)y7.5

(i)y7-6 G)7-6
Figura 30. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condi¢des de iluminacdo de 7-2 a 7-6

tanto antes (a, ¢, €, g, i) como apos (b, d, f, h, j) a realizacdo do pré-processamento com o ajuste de brilho.
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(a)8_2 (b)8 2

(c)8_3 (d)8_3

(e)8 4 (8 4

(9) 8.5 (h)8_5

(i)8_6 () 8_6
Figura 31. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condi¢des de iluminacéo de 8-2 a 8-6

tanto antes (a, ¢, €, g, i) como apos (b, d, f, h, j) a realizacdo do pré-processamento com o ajuste de brilho.
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Em seguida sdo apresentados os graficos da Figura 32 referentes as proporcdes de
fibras de colageno dos tipos | e Il que foram quantificadas nas imagens adquiridas nos
posicionamentos 5-2 ao 8-6, apos realizacdo do ajuste de correcdo de brilho. Estas imagens
foram processadas com os software CFC_image v.2.0 e Image-Pro Plus para comparacéo dos

resultados antes e apds pré-processamento.

CFC_Image v.2.0 Image-Pro Plus
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CFC_lmage v.2.0 Image-Pro Plus
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B Tipo | ETipo Il

(a) (b)
Figura 32. Quantificacdo de fibras colagenas realizadas com (a) CFC_Image v.2 e (b) Image-Pro Plus apés o ajuste de

brilho das imagens digitais adquiridas da amostra de pelo normal com varia¢do nas condi¢fes de iluminacéo.

Na Figura 32 pode-se observar que para a imagem adquirida com o posicionamento 6-
2 foi possivel ao usuério quantificar com o Image-Pro Plus uma propor¢do de 91,64% para as
fibras de colageno do tipo | e 8,36% para as fibras do tipo Ill. Como a proporgédo
anteriormente encontrada era de 8,64% para as fibras do tipo | e 0% para o tipo Ill, pode-se
concluir que a qualidade da imagem com relacdo a distribuicdo das cores melhorou com a
realizacdo do pré-processamento.

Nota-se também nas imagens adquiridas nos posicionamentos 7-2 ao 8-6 que a

proporcao das fibras de colageno dos tipos | e 111 se aproxima daquela obtida para a imagem
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de referencia, principalmente com o software CFC_Image. Nestas imagens o pré-
processamento surtiu maior efeito destacando as tonalidades de interesse.

A Tabela 4 apresenta uma média da quantificacdo das fibras de colageno dos tipos | e
Il em cada posicionamento do diafragma de entrada de luz com variacGes do diafragma do
polarizador. Com estes valores é possivel identificar quais posicionamentos dos diafragmas
possibilitam a aquisicdo de imagens com maior qualidade como também observar a varia¢do
na detectablidade das fibras de colageno dos tipos I e 111, que ocorre para ambos os softwares
em funcéo das variacoes realizadas nas condi¢6es de iluminacdo da lamina histolégica.

Nota-se que 0s posicionamentos 7-2 ao 7-6 e 8-2 ao 8-6, foram 0s que mais
favoreceram a quantificacdo automaética realizada com o software CFC_Image v.2.0,
possibilitando uma quantificacdo das fibras de colageno proxima ao indice esperado de 90%

para as fibras de colageno do tipo | e 10 % para o tipo IlI.

Tabela 4. Média dos valores encontrados para as fibras de colageno dos tipos | e Il nos diferentes

posicionamentos dos diafragmas.

. CFC_Image v.2.0 Image-Pro Plus
Posicionamentos — : : .
Tipo 1 (%) Tipo Il (%) Tipol (%) Tipo I (%)
5-2 a0 5-6 2,77 0% 3,57 % 0%
6-2 a0 6-6 97,22 2,71 8,69 0,00
7-2 a0 7-6 88,90 11,08 97,39 2,61
8-2 a0 8-6 91,85 8,13 96,94 3,06
9-2 a0 9-6 94,24 5,74 97,16 2,84
10-2 a0 10-6 93,98 6,00 96,78 3,22
11-2 a0 11-6 95,74 4,24 97,39 2,22
12-2 a0 12-6 95,88 4,11 95,17 4,83

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos para os grupos de imagens submetidos ao pré-

processamento com o ajuste de brilho.
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Tabela 5. Medias dos valores encontrados para as fibras de colageno dos tipos | e I11 ap6s o ajuste de brilho.

. CFC_Image v.2.0 Image-Pro Plus
Posicionamentos - - n -
Tipo | (%) Tipo 11 (%) Tipo 1 (%) Tipo 111 (%)
5-2 a0 5-6 99,28 0,72 98,03 1,97
6-2 ao 6-6 86,14 13,86 95,06 4,94
7-2 a0 7-6 83,34 17,12 94,08 5,92
8-2 ao 8-6 91,83 8,17 92,90 7,10

A média obtida para os posicionamentos 6-2 ao 6-6 era de 91,22% para as fibras de
colageno do tipo | e 2,71% para as fibras do tipo Il antes do ajuste de brilho. Uma maior
quantidade de fibras de colageno foi identificada apds o ajuste, sendo 86,14% e 13,86% para

as fibras de colageno dos tipos I e 111, respectivamente.

5.3 EQUACAO DE BOLTZMANN

As Figuras 33 a 36 mostram imagens que foram processadas antes e apds a realizacdo
do pré-processamento, em que foi usada a equacdo de Botzmann para amenizar na imagem o
efeito das varia¢fes nas condicdes de iluminacéo.

A Figura 37 mostra os resultados do processamento realizado nestas imagens apos a
realizacdo do pré-processamento.

A Tabela 6 apresenta a média dos resultados obtidos com a equagdo de Boltzmann em

cada posicionamento dos diafragmas do microscépio.
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(@) 5-2 / (b) 5-2

(c) 5-3 ‘ ) 53

(e) 5-4

(9) 5-5

(k) 5-6 ) 56

Figura 33. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condi¢des de iluminacdo de 8-2 a 8-6

tanto antes (a, ¢, €, g, i) como ap6s (b, d, f, h, j) a realizacdo do pré-processamento com a equacdo Boltzmann.
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(i) 6-6

Figura 34. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condi¢des de iluminacéo de 8-2 a 8-6

tanto antes (a, c, e, g, i) como apos (b, d, f, h, j) a realizagdo do pré-processamento com a equacgao Boltzmann.
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(@) 7-2 ‘ ()72

() 7-3 ‘ (d) 7-3

(e) 7-4 | ()74

(g) 7-5 ' ()75

(i) 7-6

Figura 35. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condi¢des de iluminacéo de 8-2 a 8-6

tanto antes (a, c, e, g, i) como apos (b, d, f, h, ) a realizagdo do pré-processamento com a equacao Boltzmann.
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@) 8-2 ' V 'mw2

() 8-3 - ‘f’wwe

(e) 8-4 e   'm&4

(9) 8-5 B f (h) 8-5

(i) 8-6

Figura 36. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condi¢fes de iluminagéo de 8-2 a 8-6

tanto antes (a, c, e, g, i) como apos (b, d, f, h, j) a realizagdo do pré-processamento com a equacao Boltzmann.
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(@) (b)

Figura 37. Quantificacdo das fibras de colageno realizadas com (a) CFC_Image v.2 e (b) Image-Pro Plus apés o
pre-processamento com a equagéo de Boltzmann nas imagens digitais adquiridas da amostra de pelo normal com

variacdo nas condigdes de iluminacéo.

Tabela 6. Médias dos valores encontrados para as fibras de colageno dos tipos | e 111 apds o ajuste com a

equacdo de Boltzmann.

. CFC_Image v.2.0 Image-Pro Plus
Posicionamentos - - - -
Tipo | (%) Tipo 111 (%) Tipo 1 (%) Tipo 111 (%)
5-2 a0 5-6 93,22 6,84 92,57 7,43
6-2 a0 6-6 88,57 11,42 93,62 6,38
7-2a0 7-6 87,67 12,32 92,55 7,45
8-2 ao 8-6 87,58 12,41 95,04 4,96

O ajuste realizado com a equacdo de Boltzmann se mostrou mais eficiente para as
imagens adquiridas com baixa luminosidade, entre os posicionamentos 5-2 e 5-6 no diafragma

de entrada de luz. Como observado na Figura 27, ndo foi possivel quantificar nestas imagens,
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com nenhum dos softwares usados, as fibras de colageno do tipo 1l antes de aplicar o pre-
processamento.

Apls o pré-processamento realizado com a equacdo de Boltzmann, na imagem
adquirida com o posicionamento 5-6 e processada com o software CFC_Image foram
quantificados 92,18% e 7,82% de fibras de colageno dos tipo | e Ill, respectivamente. Com o
software Image-Pro Plus foram quantificados 89,84% e 10,16% de colageno dos tipos | e IlI,
respectivamente. Antes do pré-processamento, tinham sido obtidos com o CFC_Image para a
mesma imagem apenas 2,77% e 0% de fibras de colageno dos tipos I e Ill, respectivamente,

enquanto que com o Image-Pro Plus somente 0,74% para fibras do tipo | e 0% para o tipo I11.
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6 CONCLUSAO

A investigacéo realizada neste trabalho mostrou que imagens digitais de amostras de
pele adquiridas de laminas histolégicas com um microscopio dptico com luz polarizada e
variacdes nas condicdes de iluminacéo realmente dificultam a identificacdo e a quantificacdo
das fibras de colageno dos tipos I e 111 realizadas com o auxilio dos softwares Image-Pro Plus
e CFC_Image.

As variacdes na quantificacdo das fibras de colageno dos tipos | e Il e na proporcéao
entre elas podem de fato ser atribuidas a falta de controle de qualidade durante aquisi¢do das
imagens digitais e/ou durante o preparo das laminas histologicas. Porém, ao comparar a
eficiéncia de ambos os softwares em identificar e quantificar as fibras de colageno, se
observou que o Image-Pro Plus é mais sensivel as variaces de iluminacdo devido a
subjetividade do usuario que determina os pardmetros de processamento a cada novo
processamento.

Ficou evidente também que, para os softwares Image-Pro Plus e CFC_Image serem
mais eficientes ao identificar e quantificar as fibras de colageno dos tipos I e I1l em funcdo da
tonalidade dos pixels da imagem é necessario, além de maior controle de qualidade
preparacdo das laminas histoldgicas, realizar também um pré-processamento das imagens.
Devem ser utilizados algoritmos que minimizem o efeito das variacdes de iluminagédo
ocorridas durante a aquisi¢do dos conjuntos de imagens a serem processados.

Os algoritmos elaborados e codificados para essa finalidade se mostraram validos para
serem utilizados antes do processamento realizado com os softwares CFC_Image e Image-Pro
Plus. Os resultados obtidos mostraram que estes algoritmos foram particularmente
importantes para automatizar o processo de analise de um conjunto de imagens, limitando a
interacdo do usuario e, consequentemente, a subjetividade inerente ao processo manual ou
semi-automatico.

A utilizacdo do modelo HSV para a determinacdo dos limiares de classificagcdo
também proporcionou maior identificacdo e quantificacdo das fibras de colageno dos tipos Il
no CFG_Image v.2. Embora esta fibra geralmente seja encontrada em menor quantidade,
quantificar sua presenca € importante para a monitoracdo do desenvolvimento, por exemplo,
do processo cicatricial de feridas, pois estas fibras estdo presentes na primeira fase da

reparacao tecidual, a fase inflamatoria.
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A andlise da qualidade das imagens obtidas em relacdo aos valores mensurados da
saida de luz, permitiu determinar as condic¢des de iluminacdo mais adequadas para a aquisicao
das imagens digitais das laminas histologicas mais apropriadas para 0 processamento
automatico usando o software CFC_Image v.2.0. Tais dados podem ser também utilizados

como referencia para determinar as condigdes de iluminagdo em equipamento similar.
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Abstrace: The quansficsnon of ope I snd IOI
collapem fibers density at different srages of the
bealing process allow: esvaluatinp che effect of the
mreatment emploved in order fo accelerare mzine
recovery. Im the used commercial sofrmares, s
amalysis is imfloenced by tke wser sobjeccvemess,
mainly becanse the images are apalvzed separately.
Thiz paper presents a sofrmare developed o identify
the collzpen fibers n 2 imspe sef snd classifring
them im I amd I ope =3 & function of oely one
threshold. The resnlrs obrained by procesinz 20
amulated images snd 10 real woued zlon fsoes
images af different stages of the heslizg process show
the efficiency of chi sofrware in comparizez wich
Image Pro-Pluos, ome of the most commercisl wsed.
Polevrarchave:  procesmamento de imsgens,
quandficagie & clamificaghe, fibraz de colipena,
reparsgide recidual, Gpe Te IOI.

Inrrodugio

O procasso de reparo moidoal @ un teme impoctants
parz toda 2 equipe mulcdisciplinar da arza da waide. As
cicamizes podem izplicer em complicagdes, alem do
aspecio estéticn, come dores locats, remaghas do smcide,
dimimucdo do movimszio, alwrapbes de postma e
danos peicelagicos [1].

A resistinciz mecinic: do tecide & estrediamenie
mlaciozada com 2 pressopa das Shras de coligeno =a
darme ragiczlar, Estas fibras s apmessziam eotrelagadas
@ 530 comstibzides por 0% do dpo Ie PG dodpe 1L A
gqunificacdo da dezsidade destas fibras mas divemsas

saa d2 cicatriracdo perzoitera wme 2zaliss do whato do
akmenin nsado pary facilitar @ aceliar 3 repaTagdc
tacidual pos-operateria.

0 softwers  Image  Pro-Fhs, FTITMON
wdlizado pama ss%e Hpo de azaliss, apressofa como
prizcipais limsitagdes 2 complaxidads no funciooamenn
% o cmto alevado [2] Alem disso, a smabjesividade do
wsAnio @ inkmsificada porque as morgens devsmo meT
procsasadas mdhvidnalmer e,

Bacantemsmiz, oplemeztemmos wm softamms
(CFC Jmage 100 do bzixo oo, com ioherfacs
amizavel o dedicado 2 2zalizs da 2mcstras hinbogicas,
gos & capar de guantficar as Shres de coligene mom
conjuzto & imagems & classdficd-las em tipe 1 10 sm
fungdo de um dmico imiar seleciozade pale wszario.

0 objetive deste trabalbe & malizar 3 validaglo dests
softweme, verdcande sua eficiéocia za identiScagdo o
nx quezsificagde das fibres da colagesa dos tipas I e tpo
m

Mlureriaiz ¢ Mémdas

Duvide & populandade da platzforma Windows®, o
softwame foi desemvobnide em Dielphi 7, o ambiente du
progremagio compaiial com esta plataforra, qua
pearzxite o desesvolvimento da aplicagies com i=terfaces
amigAveds de misragdo com o e

Primeiramsntg, foram dessorohridos algomtmes que
parzrium a decomposicdo dizipsica das corss sz RS,
Com estz Srremenfy foram realizades amalises nas
izagens de ldmizas de coligezos & obserrow-se que
maosme 2z fibeas classifcads: wisnalme=te como verdes
[Z7) possnsm o compooents B medor qoe o G eam at
25% o a5 Shres vermalhas possaem mme porcenmgee
maior de 25% de E am mlagdo a0 G, sogoamte que o
fondo & promimo 2o prato (Fusteci de cog).

Com ss22s analises foram deSnides of lizyiares com
o walores minimos de cada  iotmsidade  dos
cooponenies BGEE: o fzdo o Gilmimdo com o
componsnts B mezer om igual 2 30, & Shras verdes sda
clasmificadas por terem o compezent R maior am atd
25% om relagic ap O o acime desta pocsnbigem @
comsiderade como Shra vermalba.

Dufimides os linterss dos componsmizs BEE, o
algoritmes dassnroliidos realzam uma vameduma sm
toda a imzgem com a5 condigdes deSoidas. Se a
tozalidade do pixel & cozmderade como funde (pixel
sam informacio wfil; material amoorfe) & piztado com 2
o branca. Em segadde, wariSce w2 tozalidada
pearsnce ao lizgar comridarade como Shra de colagemo
do tipe I & atribuz 2 cor verde a0 posl Caso contdma
substinz pela colorapdo vermslia, qoe & carectaristica
da Sbra colzgena do opo I Por wlomo o sofheeee rsaliza
a quanfificapio dos pixels com tomlidadss vesdes o
werzoalEas, come mostra a Figura 1
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Figors 1. Classifcacio o (uancfoagio das
Sbras de colipsnos

Parz weriScar visualmente 2 confizbilidade dos
rerlizdos do procesmamsnte. fod criads mma foramenta
denomimada "Alpka”, que parmite ao wemrio definir o
zval de transpardzcia dr izogem processadz @ a
solbTapor & fmagans actgEnal.

A comsistdmcia do softweme fod verificada
procassande 20 imagems simmladas o 20 imepsss mexis
e raparagdc tecidnal. O resnltedos focam compeazados
com aqoedss obdides com o softaare Image Pro-Plus
parz ambos o6 cozjmins de imsagems.

Fignrs 1. {A) Imzgam &101, (B) Imagszn 5102, amhbas
da reparagdo tecidnal com Shras da colagemo dos dpos 1
vermslba & I warda.

Figura 3. Imagsss simzladas com queztidads da pixals
verzalios & vardss conbecida

As magens simulades sio compostes de pigmsenbos
verdes & vemmlbes come ocoms em morgens de
raparagio tmcidnzl MNastas imagszs o que=tidads exat
dios pixels de cada oo @ bem conhecida. As imagess de
reparagio tecidml foram cedides por [3] que mealizom
um sstodo schoe estinmalacio elemica ma cicamizacdo
coiizar pas-oparzitriz. Pordm, zaste trebalic forem
uitlizadas apezas a5 m2gens gus firsmam pars do grapo
comtrole, as guais ndo sodreram esommlagde slioica e
que parzxifem avaliar & maxiuracds das Shras de
colézane wm diferantes f2wes da cicasizacia.

Estzs imagees com 512x4 58 pixels foram adguindas
da la=vines Estelogicas colondzas come Picze-Simos Bed
& com o oo de um oicToscopio dpdco de luz
polarizada. Esta técnica pemetite visualmes & distzgmr
25 fibras colagszas do dpe I (colagene maduse) @ do
tpe II (colageme imaturs) am  decomrémcia da
bursfringéncia deszas fibeas, comx comes distineas, om
swje, vemmlbe @ werds para os dpos I e IO
Taspsclivamenis; soqmnis gue 06 demeis componentes
[mesesial ameocdn) do tecido sdo vimelizadios como
fondo sm cor pretz. Amostas de mepamecdo meciduzl
foran: colbidas am: més difurences parindes de mamracdo
da laslin: 2z nagens 4z 1 2 6 famen parta do gupe 1
(teaceara dia), 25 ogens de 7 a 13 pestencan 20 gropo
&2 (wicmo diz) e 25 mapses de 14 2 20 sdo do gropo
G3 (dicime gaarbe dia).

o Izege Pro-Plus o processamente d25 imagess de
rsparaglo twcidnal & das dmagems simladas  fod
raalizzdo com a famamsnta “Count@ize”, presszie mo
mann “Mazmure”. Fou selectomade o atrbute amez e
defizides duzs classes pama repressmtar 25 Shees
coléganas dos sipos I e OL A medids g o5 pixah
cormespondemies &6 fibres coldpenas do tipo I oz do tpo
I s selectozades [com cligues do mouse), o5 demoais
puxals d2 moapsm: com 2 mwksza proporgdo BGE sio
pimtades com: a cor previamante escolbide pama cada
classa.

Resuliades

As Figezas 4 & 5 mostran o5 mesultados obtides com
0 procasiamento das imagens simaladas realizado com
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os soyiwores CFC Image o Image Pro-Pla pare as
romelidades wermelbz (B @ verds (&), respectivanemis.

K

Toralidade sermaba
1P e cablgens da Tiga i

18 34 8 & F 0 & Ml 0800w 0E o 1f T I
IMagHr Frvd 08
[T

Ooe i [ T

Fignrs 4. Cuestificacis da  tonalidads  vermel®a
malizada comn o5 suin CFC Imagn o Im2ge-Pro
Plus pas mogens somuladas

Torabdsde varde
i 28 codbger 2o e iy

kil chahs ol

1 F 54 &8 &7 & @ 6 4815 e 18 48 17 10 182
Imagar AVAINDE
R g

B eead b (=P TR ]

Figura 5. Quamfificacio da tomabidede warde ()
com o6 soffwares CFC Image o Image-Pro Plos pas
mmagans simmladas.

As Figuras § » 7 mostram os mesulizdes do
procsssizanio rezlirade n2s imagens reais da mpazagio
wciduzl dos mopos Gl G2 @ G5 com amhos o5
softaramas Image Pro-Plus o CFC_Tmmge.

Tanalidade vemelha
WFizreE g crdgere da ip i

- I
10 T

CFD wags g Fid Pl it

ooy g gss

Fignrs 6. Qraaptficacin da tonalidads vesmwlha =as
imagans reais de repamacdo tecidual dos grapos L G2
% 53 pom as CFC Inmage & Inmage Pro-Plas

Torabdeda vaide
AP b 28 o bgeee 28 Op i
]

A0

GG
EE il T

0 i

. .

LR s O L TR

oG mial ohl

Figura 7. Quamificacio dz tozalidade werds rezlizada
nxs fmegens reais de repacacio tacidual dos gupes 1,
52 a 33 com os CFC Image & Imzgs Pro-
Pz,

Dizcozido

Mos graficos apressztades das Figeras 40 5 obsera-
5e o desampanho dos soffwarcs CFC Imags o Image
Pro-Flos m2 realizagdc da coztzgem o classificacdo das
tonalidades vermalbz & werds presentes mas imagess
simmaladas. O CFC_Tmege chtave 100% do acesto. Sua
sficidnciz pode ser amibusdz ac faio de realzar o
proCamAmenio ponote 2 pozio, fazende umm vemsduoa
sm todz 3 sxtensdo dr izogem sem conmdaar a forma
dos chieocs. O limgiar informado pale poopric usuimo
para um conjunbs & mmagens (processamenio em lo)
fonciomon come uma calibzaclo dp sezsihilideds do
siatemn

0 Imege-Pro Plus & azoplameste uilizade pesa
pomizgen: @ oicleos de cdhilas & demomsira efcidocia
sigzificativa nestas aplicegdes [4], zo eofanhe, obssrvou-
se zaate eeiude que peguenzc Ebcas nic forem
detectadzs. Esmtas divargéecias foram observadas taz:
N2 conmgem qoazio =3 clussificapie dos pixals com as
izmgens simmuladeas em fungde de sua tonalidads (Fizem
faTl

Apalzar 25 moagens de reparacdo tecidzal divididas
sm gropos @ comsiderezdo 25 tomalidades wnomalEa @
verds separadamens, posabilitou guancficar 2z fhbras
tipo I & I em difsremzs fases de meremagiio. A media
dos walores qoizsiScados par: a tenalidads vermealba
(Figema ) mosta que o ¢ quztificom s
maior propospde 2 Sheis de coldgess de tipe L
demonsendo que bouwe svolugdo di mesoragic soow
o8 od gropos. A Figma 7 mostrz 2 quanificecdo
rsalizzda par: 2 weoalidads varde. onds 2 dezsidads de
fibras do tipe OL Ko 14° dia (&3] apresemtz wm valor
manor Rm compaacdo com o grupes 1 e DL
decommezte do procssso de mabaracdo, onde Bhras de
tipes I sio subsitmidas por Shras de Spo L.

Us gafices das Figurss % & 10 forem claborados
om 2 madiz de 3 processamentos realizados por
voluztiries @m0 duas mmegens (GI01 e GLOD)
sig=ificativas para se observar possivais Bmsapbes do
matnde Erpontmal oo sofraars Imags Pro-Plus.
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[ s=a fungde da faer da cor escolhida copse limiar de
imagem 14 r]a::iﬁ::?.l-:

Alde dizzo, possul w=ue imecfice apsigival de
intaracio com o wmaic gue pe=ote malizar o
ProCREAMATID SR WD eqUuipAmenio speciSco ou
conhecimsnios aprofindades za dsez de processzmazio
de imagaza.

U5 resnlfados chidos com o processamemn des
izagens wmmladas e de reparagio  tecidoel em
oRms dl.ﬁ:nm: frags de cicamizagip, meostmram que o

- - N N I fatupe posdbilita mme ezalis smoples @ pracisa da

Fipws 3 Mol o o ol P50 it & B 0 g o o 5
: Fr = ’ rapmaseziadas pelas fonelidades wermelta & verda.
TaEpactiTaments
Imagem 0102 0 cuu_pa.rl.-;i'.n desies reszttados com os obbdes
comn & g - . demnpstron que o CFC g
IpTasemiz mass n-E.q:l.-I-una & precisc = q_u.au.h.ﬁ.ca-;h
das tonalidzdss werds & vermoelbe, por sar dessovclvido
para amalises de oagens biclogicas & clessificar o
pixals com ssz2s tonzlidades em fongdo de models de
) = 3 i . a cor RS, O sofmare pamh<m possibilizz 2 emisde de

Welurmirica lzudos sm low, redozzde o tempo @ mdnizdzande a
subjetvidads com 2 padromizagic do Hmar de
orfms classificagio
Fiznrs #. Madia dos valorss encomirades pabos 6
volumiisios no processameanto da inagem G102, Apradecimenio:

WD
00
FOD0C

1 ] 3 4 5 L]
" o Lkl A

LHERAR

Cibsesrou-ie que o matode dsponsal zo Inage Pro- A FAFF (Frndacho Ampero o Exdno o Pasquise]
Plus par: goauntficagio das tomalidades vermalbe & CAFES (Coordauagde de Apsrfiqormenta de Fessozl
vards conduz o cemta sobjetividade. Ma fmegem G101 2 da Kirval Suparior) palo suports financairo.
predomindnciz: & de Bbeas de colagezo tipo IO com .
somalidads wemds, esfa  camecteristica mie ol Eefertncias
comaspoadids mos swultados obddos com o soifva

Ieage Pro-Phos (Fizeza 8). As divergidncizs oooorem am. !'EI: e :J "U.':"ulj .-.?.:,:f"" Printiples and practis
fungde do mecessidada o o wrio classificar os pixels Tpmn and Btk Reaton 8
conforms 3 sua intarpratagdo passoal. 2} - FreFl Trd . E
f . N . 2] STape re=Fles, niermed sile [T
O sistemne vimal bumane oile = CApaT da d.'II.'ILI!L!'LLI:.! i e iy o1 il o Mg e o L

cor de objstos oo paguencs, mar de menmrar a TEET AR

proparpde de umz cor em malaclo A oubz, o g

compromets 2 cozmstinciz di analise [5] Qruante este [3] Cruz AMM, Bosvenn 11, Eslimelelo o
PIOCESED & realirads indisido %% oo & ];la:n:n] fEuesiis Ul pod AR oTEAlE, de Cizalriiagle ciilines pic-
ﬂ]]l.I.CEI' on moesmoon critarios dk clesmific ﬂ'ﬂ.\! o ipealtr dedlchs Jo eolhpsio g daies, Univermidade de

firgsi dics e &3, 102, D007
procemamanto de varias jnagens, |.m;:|.|.-:r_'n:1:h Assim gm Mogl der Cinizes, Demarisghs Ae biaireds, 1007,

ormos fatores de izdezem Ao soTo, comoo, o tadie, sono, . - i .

. N |4 Frosapaos . 8, horesi HF., D EF., Evalaation of ihe
witresss & wme grande quentidade de imagess 2zalisadas [mage-Pao Flia 4.5 soltwae for sdlommialic tonling alibslad
duramte 2 jorzadz d: mabalbo, i maclei by PCHA iminoschismechemingy. Brag Oml Res

A moegeme 102 tem as Sbras de coldgs=o opo 1 o, IR Do
peedominanhe, ripreseziada pala tozalidade vesmalka,

cuje w3 distribaigde sncozTa-te mais mniforms. o g |5) Carealbo, ML, Vieira, AS {2002) “Emo médico &m
facthita a  clasmificaclio por pare dos  usudrios. paicnle hospatalimdea”. 1 Podisr (Rax 1.1 Podlo Absgre, v
Comziderande que a cor de um objsto nis depemda a4

apemas do propie objebe = sk, mais mbam das comes . - .

ao sen reder [§], commgqlemtsmssts o resuliade da I':“%'ZIJE;"- i:l an Pi'"_" ':' Fc_;":" ::'Jh' H:‘_ﬂ'f_" J_E
. au o — a:\ - ld:_ M 1 i III.'-H: EFAphEA. prnLspHee an Ill.ll.h... == D

?F'.‘mg",'f e proporglo aepar Mcschusetts: Adson-Wesley. 1175 p ISEN 0001845406

(Figura 5).

Comclusia

O sofnware dessovolnide ¢ capaz de questificar as
fibrzs du coldgsze. bem como clasmifica-las em dpo I e
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Quantificacao e classificacdo automatica de fibras colagenas tipos le lll

Walley'W . Silva, Willlam T. Watanabe, Cnz A.N.N, Jean-Jacques Bonvent
& Marcia A. 5. Bissaco®
Nicleo de Pesquisas Tecnolégicas, Universidade de Mogi das Cnzes, Brasil

Resumo = A resisténcia mecinica da pele esti estreitamente relacionada a presenga das fibras de colageno
dos tipos | e 1 na derme reticular. A contagem destas fibras de coligeno nas diferentes fases da cicatrizagao
parmite avaliar o efeito do tratamento empregado para acelerar a reparagao tecidual. Os softwares comerciais
geralmente utilizados para realizar esta andlise implicam numa subjetividade do usudno, devido principal ments
ao fato que as imagens sao analisadas individualmente. Meste trabalho & apresentado um software
desanvolvido especificaments para andlises bioldgicas, capaz de quantificar as fibras de colagens num conjurto
de imagens e classificd-las em tipo | & Il em fungiao de um dnico limiar. Os resultacos obtidos com o
processamento de 20 imagens simuladas e 20 imagens de reparagio tecidual mostram a eficigncia deste
software em comparagao ao Image Pro-Plus.

Palavras-chave: processamento de imagens, quantificagao, fibras de colageno, reparagio tecidual,

Abstract - The mechanical strength of the tissue is tighthy related to the presence of fbers of collagen types |
and Il in the reticular dermis. The density quantification of type | and 1l collagen fibers at different stages of the
healing process allows evaluating the effect of the treatment employed in order to promote tissue recovery. In
the most used commercial softwares, this analysis is influenced by the user subjectiveness, due mainly to fact
that the images ane analyzed separately. In this paper, we present a software developed to identify the collagen
fibers in set of images and clssify them in | and Il type as a function of only one threshold. The results
obtained by processing 20 simulated images and 20 real wound skin tissues images at different stages of the
healing process show the efficiency of this software in comparison with Image Pro-Plus, one of the most
commercial usad.

Feyv-words: processing of images, quantification, collagen fibers, issue recovary,

Além disso, os critérios escolhidos como
parimetros  de  processamento dependem

Introducio

) processa de repano tecidual & um tema
importante para toda a equipe multidisciplinar da
drea da saude. As cicatrizes podem implicar em
complicagoees, além do aspecto estético, como
dores lbcais, retragdes do tecido, diminuigao do

mewviments,  aleragoes de  postura e danos
psicoldgicos [1].
A resiténcia mecdnica do  tecido &

estreitaments relacionada com a presenga das
fioras de coldgeno na derme reticular. Estas fibras
o apresentam entrelagadas & sao constituidas por
amme do tipo | e 10% do tipo . Quantificar a
densidade destas fibras nas diversas fases da
cicatrizago permite uma analise do efeito do
tratamento  usado para acelerar a reparagao
tecidual pés-operatdnia.

2 software Image Pro-Plus, frequentements
utilizado para este tipo de andlise, apresenta como
principais  limitagdes a  complidade no
funcionameanto & o custo elevado [2].

axclusivaments da observagao feita pelo usuario.
Como nenhuma especialidade esta imune ao emo,
e pode ser influenciada pelos fatores ambientais
ibarulho, agitagao, calor e estimulos visuais),
psicoldgices  (t&dio,  frustragao, ansiedade e
estressel e fisioldgicos (fadiga, sono, uso de
drogas, dlcool, sobrecarga de trabalho e doengas)
[3], a necessidade de aplicar esses parimetros
individualmente a cada novo  processamento
intensificam a subjetividace,

Recentemente, foi  implementads  um
software (CFC_Image v.1.0) de baixo custo, com
interface amigdvel ¢ dedicado a andlise de
amostras bioldgicas, que é capaz de quantificar as
fibras de coligeno num conjunto de imagens ¢
classificd-las em tpo | & Il em fungdo de um dnico
limiar selecionado pelo UsUARD.

O objetivo deste trabalho & realizar a
validagao deste software, verificando sua eficiéncia

87



na identificagao e na quantificagio das fibras de
coldgeno dos tipos | e 11l

Metodologia

Devido 4 popularidade da plataforma
WindowsE, o software foi desenvolvido em Delphi
7, um ambiente de programagao compativel com
esta plataforma, que permite o desenvolvimento de
aplicagdes com interfaces amigdveis de interagao
COM O USUAND,

Para quantificar e classificar as fibras de
coldgeno dos tipos 1 e lll, o software readliza uma
varredura na imagem & compara os vakres RGE
de cada pixel com uma faixa de valores pré-
estabelecida, ou seja, um limiar selecionado pelo
usuario. Inicialmente, verfica se a tonalidade do
pixel deve ser considerada como fundo & pinta este
picel com a cor branca. Em saguida, verifica se a
tonalidade pertence ao limiar considerado como
fiora de colageno do tipo 1l e atribui a cor verde ao
pixel. Caso contrdrio substitui pela  coloragao
vermelha, que & caracterstica da fibra coligena do
tipo | Por altimo o sofware realiza a quantificagao
des piels com tonalidades verdes & vermelhas.

A definigao dos limiares para o fundo da
imagem ipixels sam informagao Ol e para as
fioras de colageno dos tipos | & [l é realizada com o
auxilio de um albortmo que permite Ao USUANo
visualizar dinamicaments no canto inferior esquardo
da jarela a propongac de RGE do pixel scb o cursor
do mouse Como nas fibras de coligeno do tipo 11
werle) o components B & até 259 maior que nas
fioras do tipo | ivermelho), quando o usudrio
saleciona o pixel com um clique, o algoritmo
automaticamente analisa se o componente R
encontra-se acima deste percentual, considerando
0 pixel como pertencente A fibra do tipo | Caso
contrario, o pixel & considerads como fibra do tipo
[lI. Assim, quanto mais préximo do limiar real, mais
configvel seri o resuttado.

Para wverificar visualmente a confiabilidade
dos resultados do processamento, foi criada uma
farramenta denominada "Alpha", que permite ao
usugrio definir o nivel de transparéncia da imagem
processada & sobrepd-la 4 imagem onginal (Figura
1).

A consisténcia do software foi vernificada
processando 20 imagens simuladas & 20 imagens
redis de reparagio tecidual como exemplificam as
Figuras 2 & 3. Os resultados foram comparados
com aqueles obtidos com o software Image Pro-
Plus para ambos os conjuntcs de imagens.

" g - == -

B S | Siaeie " e

Figura 1 - Tela do Software CFC_Image apds o
processamento de uma imagem de reparagao
tecidual com a utilizacio da ferramenta “Alpha”.

Figura 2 - Imagens simuladas com a quantidade de
pixels vermelhos e verdes conhecidas.
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Figura 3 - Imagem de reparagao tecidual com
fbras de colagenas tipo | eIl

As imagens simuladas (Figura 2] séo
compostas de pigmentos verdes & vermelhos como
ocome em imagens de reparagio tecidual A
quantidade exata dos pixels de cada cor é bem
conhecida. As imagens de reparagao tecidual
iFigura 3) foram cedidas por [4], que realizou um
astudo sobre estimulacio elétrica na cicatrizagao
cutinea pés-operatdria. Porém, neste trabalho
foram utilizadas apenas as imagens que fizeram
parte do grupo controle, as quais nao sofreram
estimulacio eléfrica e que permitem avaliar a
maturagic das fibras de colageno em diferentes
fases da cicafrizagao.

Estas imagens com 512456 pixels foram
adquiridas de [Aminas histolbgicas coloridas com
Picro-Sirius Red e com o awxilio de um microscdpio
Optico de iz polarizada. Esta técnica permite
visualizar e distinguir as fibras coligenas do tipo |
(cokgeno maduro) & do tipo N (coligeno imatura)
em decorréncia da bimefringéncia dessas fibras,
com cores distintas, ou seja, vemelho e verde para
os fipos | e lll, respectivaments, enquanto que os
demais componentes (material amorfo) do tecido
=a0 visualizades como fundo em cor preta.
Amostras de reparacio tecidual foram colhidas em
trés diferentes pernodes de maturagio da lesao: as
imagens de 1 a & fazem parte do grupo G (terceiro
dia de maturagio), as imagens de 7 a 13
pertencem ao grupo G2 (sétimo dia de maturagio)
& as imagens de 14 a 20 340 do grupo G2 (décimo
quarto dia de maturagio).

Mo Image Pro-Plus o processamento das
imagens de reparagio tecidual e das imagens
gimuladas foi realzado com a ferramenta
“Count’Size", presemte no menu “Measure. Foi
solecionado o atributo drea e definidas duas
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claszes para repressntar as fibras de coldgeno dos
tipos | e 1. A medida que os pixels com tonalidade
correspondents s fibras de coligeno do tipo | ou
do tipo Il sao selecionados (com cliques do
mousg), as demais Areas da imagem com a mesma
propargao de cor sao pintadas com a tonalidade
previamente  escolhida  para  cada classe
carrespondents.

A fim de observar o grau de subjetividade
deste método disponivel no Image-Pro Plus, foi
redlizado um teste com & voluntirics onde cada um
processou duas imagens de reparagio tecidual trés
vezes, Os resultados foram agrupados de forma a
ser possivel observar suasvariagoes.

Resultados

As Figuras 4 & 5 mostram o5 resultados
obtidce com o processamento das  imagens
simuladas realzado com o software CFC_Image e
o Image Pro-Plus, para as tonalidades vermelha (R)
everle (G, respectivamente,

Comparacdo CanalR

Cuanddads do phs 1=

I B 3 4 85 8 7 4 & 111293941298 17 18 19 &0
Imiaga m slmuada
S A- Sralnds @ R- CFO_rags O A-imsgs Pro-Plus vao

Figura 4 - Quantificagio da tonalidade vermelha
redlizada com ce softwaras CFC_Image & Image-
Pra Plus nas imagens simuladas.

Comparacao Canal G

Cuantdod & pibe

12345 E 782 BI04 EIEITEIZN
Imiaga m slmulada

OG- Eimuaso m G- CR_mage OG- Inas FrePls veld

Figura 5 - Quantificagio da tonalidade verde (G)
redlizada com os sofiwares CFC_Image & Image-
Pro Plus nas imagens simuladas.




As Figuras & e 7 mostram os resultades do
processamento realizado nas imagens reais de
reparagao tecidual com ambos os softwares para
05 canai R e G, respectivamente.

CFC_lmage versus mage-Pro Plus CanakR

o D90
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Inare do Ae paragdo Teoldual
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Figura 6 - Quantificacio do canal R realizada nas
imagens reais de reparagio tecidual.

CFC_Image versus Image-Pro Plus Canal &
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Figura 7 - Quantificacao do canal G realizada nas
imagens reais de reparagao tecidual.

Discussao e Conclusdas

Moe graficos apresentacos nas Figuras 4 e 5
obsarva-se o desempenho  dos  softwares
CFC_Image e Image Pro-Plus na realzacio da
contagem e classificagio das tonalidades vemmelha
e vemrle presentes nas imagens simuladas. O
CFC_Image obteve 100%: de acerto. Sua eficiéncia
pode  ser atrbuida ao fato de  realizar o
processaments pixel a  pikel, fazendo uma
varredura em toda a extensio da imagem sem
considerar os objetcs presentes nem sua forma
geométrica. A classificagao  das  tonalidades
encontradas em verde ou em wvemmelho nestas
imagens foi realizacda em funcio de um limiar
informado pelo préprio usudrio para um conjurto de
imagens (processamento em bte), & este limiar
funcionou como uma calibragio da sensibilidade do
sistema. Isto pressuple que as imagens sajam
adquiridas ras mesmas condigoes.

O Image-Pro Plus é amplamente utilizado
para contagem de nickos de células e demonstra
eficiéncia significativa nestas aplicagfes, contudo,
foi constatado que pequenas fibras nao foram
detectadas [5]. Estas divergéncias sio mostradas
nas Figuras 4 & 5 onde as imagens simuladas 4, 5,
15, 17 & 19 apresentaram discrepincias na
quantidacle de pixels detectada. Estas imagens
simuladas, em paricular, sao compostas por
elementcs com formato naos-circular, o que dificulta
ao Image-Pro Flus identifica-los como um objeto
para entio mensurar sua drea e a densidade de
SUa cor.,

Em relagao as imagens de reparo tecidual os
resuttades foram comparados considerando seus
respectivos canais A e G nas Figuras & & 7.
Chserva-se que, de manegira geral, o CFC_Image
proparciona uma quantificazao maisr de fibbras
Tipo Il em comparagdo com o Image-Pro Plus
iFigura ). Ma imagem 01 {grupo Gi), o soffiware
quantificou 11360 pixels vermelhos, enguanto que
na imagem 20 (grupa G3), que corresponds ao final
do processo de cicatrizagao, foram encontrados
180286 pixels comespondentes a fibra tipo | Com o
CFC_Image foi possivel constatar um aumento de
093% nas fbras colagenos tipo |, se aproximando
do valor indicado pela literatura. O Image Pro-Plus,
quantificou 26924 pixels vermelhos na imagem o1
fgrupo G1) e 55053 na imagem 20 (grupo G3),
equivalente a um aumeanto de 51%.

O método de mersuracio de tonalidades
disponivel no Image Pro-Plus conduz a certa
subjetividade, pois o usudrio deve classificar os
pixelz em vemes ou em wvermmelhos através de
cliques conforme a sua interpretacio pessoal. Além
dizzo, esse processo & redlizado para as imagens
individualmente, ou seja, nio & possivel aplicar os
mesmos critérios de classificacdo para processar
varias imagens. A Figura & mostra a média da
fquantidacle de pixels obtida em trés testes
redlizados com oz seis voluntiarios, de duas
imagens do grupa G1 (G101 e G102),

Tas@ - Sublketividade - Image Pro Plus

25000

20000
; 15040
& 1000
S0
o
i (R L3 [ c]] 02 R 3102 {3
CanalsRa G

Figura & - Valores encontrados nas duas imagens
processadas.
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Ma Figura & nota-se diferengas nitidas na
mensuragiao das toralidades verde e wermelha,
principalments para a imagem G101, entre 0z &
usudrios do software Image-Pro Plus. Estas
variagies podem estar relacionadas ao estado
figico & emocional do voluntiaro (cansago wvisual,
anitacio, entre outros).

0 software deservolvido é capaz de
quantificar as fibras de coligeno, bem como
classifica-lis em tpo | e 1l em fungao da faixa de
cor escolhidla como limiar de classificagan. Além
disso, possui uma interface amigavel de interagao
CO O usuano que  pemite  realzar o
processamento sem um equipamento especifico ou
conhecimentos  aprofundados  na  drea  de
processamento ce imagem.

= resultados abtidos com o processamento
das imagens simuladas e de reparagac tecidual
fem diferentes fases de cicatrizagao) mostraram
que o CFC Image possibilita uma andlise simples
precisa da densidade de fibras de coligeno dos
tipcs | & 1l representadas pelas tonalidades verde &
varmelho, respactivamante.

A comparagio destes resultados com oS
obtidcs com o Image-Pro Aus demonstrou que o
CFC_Image apresenta mais eficiéncia e precisao
na quantifizagao das tonalidades verde evermelha,
por ser desenvolvido para andlises de imagens
biolégicas. Possibilita a emissao de laudos em lote,
reduzindo o tempo & minimizands a subjetividade
com a padronizagao do limiar de classificagao.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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