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RESUMO 
 

A quantificação e a classificação de fibras de colágeno por processamento de imagens permite 

avaliar técnicas e tratamentos usados para acelerar a reparação tecidual. Porém, o resultado do 

processamento é dependente da qualidade das imagens, cuja aquisição sofre influência das 

condições de iluminação do microscópio. Portanto, neste trabalho foi realizada uma 

investigação dessa influência. Para isso, foram adquiridas imagens de uma lâmina histológica 

de amostra de pele normal corada com Picrosirius Red, que contém a proporção de 90% de 

fibras do tipo I e 10% do tipo III, variando a iluminação através da regulagem das escalas dos 

diafragmas de entrada (D-E) e de saída de luz (D-S) do microscópio, totalizando 60 imagens. 

Em seguida foram implementados dois algoritmos para pré-processamento que permitem 

reajustar o brilho e o contraste das imagens adquiridas em condições de baixa luminosidade. 

Em um algoritmo, foi aplicada uma função de ajuste linear dos componentes R, G e B, 

enquanto no outro, foi usada a equação de Boltzmann. Por último, foram utilizados os 

softwares Image-Pro Plus (uso semi-automático) e CFC_Image (processamento automático) 

para realizar o processamento das imagens, antes e após a aplicação 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 

proporção de 96,94% e 3,03% para fibras dos tipos I e III e, após o ajuste linear, a proporção 

de 92,9% e 7,1%. Comparativamente, neste grupo de imagens o CFC_Image quantificou a 

proporção de 91,83% e 8,17% para cada fibra, proporcionando uma melhora na distribuição 

das tonalidades bem como um aumento na detectabilidade de 4% a 5% para as fibras do tipo 

III. A equação de Boltzmann apresentou melhor desempenho com imagens adquiridas na 

escala 5 do D-E, pois antes de sua aplicação o Image-Pro Plus quantificou a proporção de 

3,57% e 0% para cada fibra, enquanto que após o pré-processamento, obteve a proporção de 

92,57% e 7,43%. Neste mesmo conjunto de imagens sem pré-processamento, o CFC_Image 

quantificou a proporção de 2,77% e 0% para cada fibra e a proporção de 93,22% e 6,84% 

após aplicação do algoritmo, o que corresponde a um aumento na detectabilidade de 

aproximadamente 89% para as fibras do tipo I e 7% para as fibras do tipo III. Os resultados 

mostram que os algoritmos implementados auxiliaram na recuperação das imagens de baixa 

luminosidade, em que as cores não podiam ser detectadas visualmente. Mostraram também, 

que uma etapa de pré-processamento é particularmente importante para automatizar o 

processo de análise de um conjunto de imagens, limitando a interação do usuário e, 

conseqüentemente, a subjetividade inerente ao processo manual ou semi-automático. 

 

 

Palavras chaves: Processamento de Imagens, Condições de Iluminação, Classificação e 

Quantificação, Fibras de Colágeno, Tipos I e III.  



 

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 I and 10% of type III, 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 III, 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 I and III, providing a better 

shades distribution as well as an increase in the detectability of 4% to 5% for fibers of type 

III. 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 I and III and 

93.22% and 6.84% after applying the algorithm, corresponding to an increase in detectability 

of about 89% for type I fibers and 7% for the fibers of type III.  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 III. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 MOTIVAÇÃO / JUSTIFICATIVA 

Atualmente observam-se grandes avanços na compreensão dos processos e fenômenos 

envolvidos nas fases de reparação tecidual como também investimentos em pesquisas e  

desenvolvimento de recursos e de tecnologias com o objetivo de favorecer esse processo. 

Entretanto, a incidência e a prevalência de úlceras crônicas é ainda extremamente alta, 

repercutindo em elevados custos financeiros e em profundas conseqüências sociais aos 

acometidos (MANDELBAUM et al, 2003).  

A má cicatrização pode causar dores e imobilidade bem como danos psicológicos 

relacionados à auto-estima, contribuindo para a redução da qualidade de vida do paciente 

(MACIEL, 2008). O retardo cicatricial é freqüente principalmente em pacientes diabéticos 

acometidos de úlceras. Cerca de 15,5% da população mundial com idade superior a 30 anos 

são diabéticos e entre estes 15% desenvolvem úlceras de difícil cicatrização ao longo da vida, 

principalmente nos membros inferiores. No Brasil, estima-se a existência de dois milhões de 

casos de pacientes acometidos de úlceras, entre os aposentados e os que recebem auxílio 

doença (MENDONÇA et al, 2009). 

Fatores locais e sistêmicos podem atrasar ou impedir a repavimentação do tecido 

lesado. Os fatores locais incidem diretamente na lesão e são atribuídos à pressão, ambiente 

seco, trauma, edema, infecção, necrose e incontinência, enquanto os fatores sistêmicos 

ocorrem de forma disseminada no corpo e são relacionados à idade, biotipo, doenças crônicas, 

condições nutricionais, insuficiência vascular, imunossupressão e radioterapia (HESS, 2002).  

A resistência mecânica do tecido cicatricial é estreitamente relacionada à presença de 

fibras de colágeno dos tipos I e III, que são o principal componente a conferir força de tensão 

ao tecido o que as torna, portanto, responsáveis pela manutenção da integridade da pele.   

As fibras de colágeno dos tipos I e III se apresentam entrelaçadas na derme reticular. 

No tecido normal são constituídas por 90% do tipo I e 10% do tipo III. Porém, quando ocorre 

uma lesão, ocorrem também modificações na densidade destas fibras. As fibras do tipo III são 

predominantes na fase inicial do processo de cicatrização, sendo em longo prazo substituídas 

pelas fibras do tipo I, o que se manifesta através de um aumento da força de tensão e uma 

diminuição do tamanho da cicatriz.   
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A quantificação destas fibras nas diversas fases de cicatrização auxilia (i) na realização 

de uma análise dos efeitos do tratamento usado para acelerar a reparação tecidual, (ii) no 

estabelecimento de uma escala numérica e reprodutível dos aspectos até então apenas 

qualitativos, (iii) na avaliação de diferentes métodos histológicos e de seus efeitos na análise 

do colágeno, (iv) no controle de qualidade final da cicatriz, e (v) na escolha do melhor 

tratamento a ser empregado ao paciente.   

Essa quantificação pode ser realizada com o auxílio de softwares de processamento de 

imagens, que são ferramentas indispensáveis atualmente nos laboratórios de pesquisa ou de 

diagnóstico, em clinicas e hospitais (MELO-JUNIOR et al, 2006). Os softwares comumente 

empregados para a análise de imagens de colágeno são Image-Pro Plus®, ImageJ e 

ImageLab®. Porém, nenhum deles foi desenvolvido especificamente para este tipo de análise. 

Apresentam como principais limitações a complexidade no funcionamento e, com exceção do 

ImageJ, também têm custo elevado. Além disso, não dispõem de recursos e ferramentas que 

auxiliariam a analise de imagens pelo padrão de cores que são características das amostras, 

bem como não permitem um processamento automático, ficando a critério do usuário a 

escolha dos parâmetros utilizados para o processamento.  

A necessidade de aplicar esses critérios individualmente a cada novo processamento 

intensifica a subjetividade visto que os usuários estão sujeitos à influência de fatores 

ambientais (barulho, agitação, calor e estímulos visuais), psicológicos (tédio, frustração, 

ansiedade e estresse) e fisiológicos (fadiga, sono, uso de drogas, álcool, sobrecarga de 

trabalho e doenças) (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 amigável e dedicado a análise 

de amostras biológicas,  que é capaz de quantificar as fibras de colágeno de forma automática 

num conjunto de imagens e também classificá-las em fibras de colágeno dos tipo I e III em 

função de um único limiar obtido de numa imagem referência. Os resultados obtidos com o 

processamento de um conjunto de imagens de amostras de pele, referentes a três períodos de 

maturação diferentes e condições de iluminação padronizadas, comparados àqueles 

computados com o software Image-Pro Plus demonstraram a validade do CFC_Image para 

identificação e classificação das fibras de colágeno dos tipos I e III (SILVA et al, 2008).   

Entretanto, imagens adquiridas com condições de iluminação diversas dificultam o 

processamento de imagens realizado tanto de forma individual e semi-automática com o 
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software Image-Pro Plus como em lote e automaticamente com o software CFC_Image. As 

variações na quantificação das fibras de colágeno dos tipos I e III e na proporção entre elas 

são atribuídas à falta de controle de qualidade durante aquisição das imagens e/ou durante o 

preparo das lâminas.  

Segundo Cheng et al, (2001) a geometria de iluminação, entendida como a intensidade 

da fonte de luz e sua distribuição espectral, exerce uma forte influencia na tonalidade dos 

pixels de uma imagem, sendo muito relevante quando se pretende identificar e quantificar 

áreas desta imagem segundo as suas cores. Portanto, para que os softwares de processamento 

sejam mais eficientes na quantificação das fibras de colágeno dos tipos I e III em função das 

tonalidades observadas nas imagens das lâminas histológicas, além de realizar um maior 

controle de qualidade nos processos de preparação das lâminas histológicas e de aquisição das 

imagens digitais, também deve haver uma etapa de pré-processamento, que possibilita a 

correção das diferenças de iluminação presentes nos conjuntos de imagens a serem 

processados.   

A correção automática das diferenças de iluminação num conjunto de imagens digitais 

adquiridas de lâminas histológicas preparadas com amostras de reparação tecidual, segundo 

um programa de controle de qualidade, é particularmente importante quando se deseja 

automatizar o processo de análise desse conjunto de imagens, limitando a interação do usuário 

e, consequentemente, a subjetividade inerente ao processo manual ou semi-automático
1
.  

 

1.2 Objetivo 

 

Estudar a influência das condições de iluminação sobre a identificação e a 

quantificação automática de fibras de colágeno dos tipos I e III em imagens de lâminas 

histológicas de pele normal e propor algoritmos para minimizar esta influência principalmente 

no processamento automático realizado com o software CFC_Image. 

 

 

 

                                                 
1
 Vide Apêndice 1. 
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1.3 Organização da Dissertação 

 

Além dessa introdução, a dissertação está subdividida em: 

 
 

Capítulo 2: Apresenta o referencial teórico relacionado à pesquisa; 

Capítulo 3: Relaciona os softwares de processamento de imagens existentes na 

literatura aplicáveis na análise de imagens de amostras de tecidos 

para a quantificação do colágeno e classificação das fibras dos tipos I 

e III; 

Capítulo 4: Descreve os materiais e métodos utilizados para verificar a influência 

da iluminação na quantificação das fibras de colágeno do tipo I e III 

e para o desenvolvimento do método computacional para minimizar 

esta influência; 

Capítulo 5: Mostra os resultados; 

Capitulo 6: Mostra as discussões pertinentes; 

Capitulo 7: Apresenta a conclusão da pesquisa; 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 PROCESSO DE REPARAÇAO TECIDUAL  

 

Diferentes classificações didáticas são utilizadas na literatura para representar o 

processo de cicatrização, que é um processo totalmente dinâmico e com fases 

interdependentes. Alguns autores descrevem três estágios principais, ou seja, o inflamatório, a 

proliferação e a remodelação, enquanto outros autores classificam em cinco etapas, que são a 

coagulação, a inflamação, a proliferação, a contração da ferida e o remodelamento 

(MANDELBAUM et al, 2003).  

Estas fases em um determinado período de tempo coincidem e acontecem 

simultaneamente, como ilustra a Figura 1. 

 

 

Figura 1. Fases da cicatrização em relação ao tempo em dias. 

 

A fase de inflamação ocorre entre o segundo e o terceiro dia após a lesão, quando é 

atingida a atividade máxima ou fase de inflamação aguda. Em seguida, observa-se a formação 

de coágulo que fecha os vasos sanguíneos abertos pela lesão e evita a perda de sangue 

(processo de coagulação). 

Na fase de proliferação ou de granulação, a maior atividade ocorre após o terceiro dia 

e se estende até o décimo. A região lesada preenche-se de tecidos neoformados através de 
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brotamentos das células endoteliais dos capilares vizinhos, que crescem e penetram à zona 

agredida. Durante a neoangiogênese ocorre a regeneração epidérmica, a síntese de colágeno 

pelos fibroblastos e a contração da cicatriz pelos miofibroblastos. A maior parte das 

atividades nessa fase é regida por fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais e 

macrófagos. 

Na fase de modelamento ou de maturação, podem ser observadas modificações no 

colágeno, que se manifestam através de um aumento da força de tensão e uma diminuição do 

tamanho da cicatriz, como ilustra a Figura 2. Ocorre à reformulação dos colágenos, 

reabsorção de água e diminuição da vascularização. Esta fase pode durar até um ano. 

 

(a) 

 

(b)                                                                (c) 

Figura 2. Imagens das fases de cicatrização: (a) inflamatória; (b) granulação (proliferação) e (c) remodelagem. 

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

As fibras de colágeno são as mais freqüentes no tecido conjuntivo, onde também se 

encontram as fibras elásticas e reticulares. O colágeno é a proteína fibrosa insolúvel de função 

estrutural mais abundante do corpo, representando cerca de 30 % do total (JUNQUEIRA & 

CARNEIRO, 1982).  

O colágeno pode ser classificado em diferentes grupos (tipos) segundo a seqüência de 

aminoácidos que o compõem. Foram identificados 19 tipos até o momento, porém a Tabela 1 

mostra apenas 5 tipos de colágeno bem como suas funções no tecido e suas respectivas 

localizações.  

 

Tabela 1. Principais tipos de colágeno com localização e função estrutural. 

Tipo Localização no corpo Função Estrutural 

I Pele, tendão, osso, dentina Resistência a tensão 

II Cartilagem, corpo vítreo Resistência a pressão  

III Pele, músculos, vasos, observado junto 

com o I 

Manutenção de estruturas de órgãos 

expansíveis 

V Tecidos fetais, pele, osso, placenta Participa da função do tipo I 

IX Cartilagem Participa da função do tipo II 

Fonte: Adaptada de Junqueira & Carneiro (1982). 

  

No estudo da cicatrização da pele, em geral, investiga-se principalmente os tipos 

colágenos I e III, que apresentam as moléculas de tropocolágeno agregadas em unidades 

microfibrilares que se juntam para formar fibrila. Essas estruturas são unidas por pontes de 

hidrogênio, interações hidrofóbicas e ligações covalentes.  

Quando ocorre uma lesão do tecido, as fibras de colágeno do tipo III são 

predominantes na fase de granulação e sofrem remodelagem, sendo substituídas no tecido 

fibroso cicatricial pelas fibras do tipo I em longo prazo, até alcançar a proporção de 90% de 

fibras do tipo I e 10% do tipo III, aumentando da força de tensão do tecido e diminuindo o 

tamanho da cicatriz, como ilustrado na Figura 2.  
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O colágeno do tipo I forma fibras espessas dispostas em rede ortogonal na derme 

reticular. Éssas fibras são mecanicamente estáveis, apresentam periodicidade de 68 nm e 

representam de 80 a 90% do colágeno existente na derme (SAMPAIO, 2000).  

As fibras de colágeno do tipo I são birrefringentes por serem compostas por moléculas 

alongadas e paralelas. Desta forma, quando examinadas ao microscópio óptico entre 

polarizadores cruzados, aparecem com tonalidade vermelha e brilhante contra um fundo 

escuro, em feixes longos de trajetos tortuosos. 

O colágeno de tipo III corresponde de 8 a 12% do colágeno presente na derme e 

compõe-se de fibrilas de menor diâmetro, comparativamente ao colágeno tipo I. As fibras 

formadas pelo colágeno tipo III dispõem-se por toda derme, concentrando em áreas de contato 

com outras estruturas, como os vasos sanguíneos. As fibras reticulares são constituídas 

principalmente por colágeno tipo III. 

Assim como o colágeno tipo I, o tipo III mostra birrefringência quando observado em 

microscópio óptico com luz polarizada. Desta forma, em lâminas histológicas preparadas com 

amostra de reparação tecidual coradas com Picrosirius Red, as fibras de colágeno do tipo III 

são visualizadas ao microscópio óptico 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 microscópio óptico com luz polarizada de amostra de tecido saudável corado com 

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

pequenas esverdeadas melhor visualizadas em (b) são as fibras de colágeno do tipo III. 
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2.3 MICROSCÓPIA ÓPTICA  

Para a realização de análises de amostras biológicas é utilizado um microscópio 

óptico, 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 difíceis 

de visualizar a olho nu. 

O microscópio é constituído por um componente mecânico, que suporta e permite 

controlar um componente óptico responsável pela ampliação das imagens (Figura 4). A 

porção mecânica é composta por: 

 

 Pé ou base – serve de apoio para os demais componentes do microscópio;  

 Coluna ou Braço – fixo à base, serve de suporte a outros elementos.  

 Mesa ou Platina – onde se fixa a lâmina de vidro contendo uma amostra biológica 

a ser observada; tem uma janela por onde passam os raios luminosos e também 

parafusos dentados que permitem deslocar a lâmina;  

 Tubo ou canhão – suporta a ocular na extremidade superior;  

 Revólver ou Óptico – peça giratória portadora de objectivas de diferentes 

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

 

A parte óptica é constituída por: 

 

 Condensador – conjunto de duas ou mais lentes convergentes que orientam e 

espalham regularmente a luz emitida pela fonte luminosa sobre o campo de visão 

do microscópio.  

 Diafragma – é constituído por palhetas que podem ser aproximadas ou afastadas 

do centro através de uma alavanca ou parafuso, permitindo regular a intensidade 

da luz que incide no campo de visão do microscópio.  

 Objectivas – permitem ampliar a imagem do objecto 10x, 40x, 50x, 90x ou 100x.   

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

entre a lâmina de vidro contendo a amostra biológica 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 são designadas objectivas de imersão, pois 

é necessário colocar uma gota de óleo de imersão entre elas e a lâmina 

de vidro, que por ter um índice de refracção semelhante ao do vidro, 

evita o desvio do feixe luminoso para fora da objectiva.  

 Oculares – sistema de lentes que permite a ampliação da imagem real fornecida 

pela objectiva, formando uma imagem virtual que se situa a aproximadamente 

25 cm dos olhos do observador e que pode ser capturada por uma câmera 

acoplada. As oculares mais utilizadas são as de ampliação 10x, mas nos 

microscópios binoculares também existem oculares de 12,5, 8x e 6x.  

 Fonte luminosa – a mais utilizada actualmente é a luz artificial, fornecida por uma 

lâmpada de tungsténio ou de halogéneo, incluída no aparelho juntamente com um 

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

 

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

(lâmpada) 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 Polarização e birrefringência 

 

Segundo Junqueira e Carneiro (1982) quando a luz atravessa certas substâncias ou 

tecidos do nosso corpo, sofre uma divisão de tal ordem que, de um único raio luminoso, na 

entrada, resultam dois raios chamados polarizados. Este evento ocorre pelo fato dessas 

substâncias possuírem um arranjo interno e periódico dos átomos. Seja ou não aparente esse 

arranjo, tais corpos possuem um estado chamado cristalino. As substâncias que não 

pertencem a esse grupo são chamadas amorfas. 

 

2.4 PROCESSAMENTO DE IMAGENS E MODELOS DE COR 

 

Uma imagem digital é uma matriz numérica bidimensional, onde as células da imagem 

são denominadas pixels. No caso de imagens coloridas, para cada pixel da imagem existem 

três valores associados: um ao canal vermelho (R), outro ao canal verde (G) e outro para o 

canal azul (B). Pode-se então representar uma imagem colorida por uma função dependente 

de três outras funções de R, G e B, ou seja: 

ƒcor (x, y) = f (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 razões principais, que são: (i) a cor como 

descritor facilita a extração automática dos objetos em uma imagem e (ii) a própria análise 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 à estrutura do próprio olho humano todas as cores são percebidas como 

combinações das três cores chamadas primárias do sistema aditivo: vermelho, verde e azul 

(Red, Green e Blue - RGB).  Para a padronização destas cores, a Comissão Internacional de 

Iluminação - 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 é determinada pela geometria e pela distribuição espectral de três 

elementos: fonte de luz, refletividade da amostra e sensibilidade visual do observador. Sendo 

assim, a cor é o resultado da interação destes elementos, como também está relacionada aos 
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conceitos e aos resultados obtidos em física, fisiologia, psicologia, artes e design gráfico 

(FOLEY et al, 2003). 

Os espaços de cores têm por finalidade facilitar a especificação das cores de uma 

forma padronizada. É também a especificação de um sistema de coordenadas tridimensionais 

e um subespaço dentro deste sistema, onde cada cor é representada por um ponto único. 

Existem atualmente modelos de espaços de cores orientados ao hardware e aos usuários, 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 câmeras 

de vídeo a cores, o CMY (“cyan, magenta, yellow”) para impressoras coloridas e o YIQ é 

empregado como padrão para transmissão de TV colorida. Entre os modelos orientados ao 

usuário freqüentemente utilizados para o processamento de imagens coloridas estão o HSI 

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

 

 

 

 

Figura 5. Modelo de cor:  (a) sólido de cores HSI e (b) hexacônico HSV.  

 

O modelo HSI tem grande aplicação por dois principais fatores, ou seja: (i) o 

componente de intensidade I é desacoplado da informação de cor da imagem e (ii) os 

componentes matiz e saturação são fortemente relacionados à percepção humana de cores. 

Estas duas características 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 combinação de matiz, saturação e intensidade num espaço de 

cores tridimensional resultam em uma estrutura piramidal de lados. Qualquer ponto na 

superfície dessa estrutura representa uma cor puramente saturada, o matiz dessa cor é 

determinado por seu ângulo com respeito ao eixo vermelho e sua intensidade por sua distância 

perpendicular ao ponto preto. Assim quando o H = 0°, a cor é vermelha, quando H = 60°, a 

cor é amarela, e assim por diante. 

Segundo Smith (1978) e Foley et al (2003) o modelo HSV (Figura 3b), também 

orientado ao usuário e derivado do espaço RGB, é baseados nas variáveis perceptíveis de 

matiz (Hue ou H), saturação (Saturation ou S) e valor (Value ou V) ou luminosidade 

(Bringhtness ou L). O espaço de cores HSV, segundo estes autores, baseia-se na maneira 

como um artista percebe as cores. É o espaço 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 (Saturação) representa o sombreamento; 

V: Value (Valor) representa a tonalidade. 

 

O matiz representa uma cor pura (vermelho, amarelo ou laranja), a saturação mensura 

o grau de diluição da cor com a luz branca e o valor indica o grau de não-escurecimento (non-

blackness) da cor a partir do preto (SMITH, 1978). 

O modelo HSV é cilíndrico e o seu subconjunto do espaço no qual é definido é um 

hexacone (Figura 3b). O topo do hexacone corresponde a V=1, que contém relativamente às 

cores brilhantes. H é medido pelo ângulo em torno do eixo vertical, com o vermelho em 0°, 

verde em 120° e assim por diante. As cores complementares no hexacone do HSV são 180° 

opostos uma da outra. O valor de S é a proporção 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 DA ARTE 
 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

A utilização da tecnologia da informação nas ciências biomédicas tem favorecido uma 

crescente evolução nas últimas décadas trazendo inovações na armazenagem, discriminação e 

estudo estatísticos dos dados coletados. As ferramentas digitais tornaram-se componentes 

imprescindíveis ao ensino, aos laboratórios (de pesquisa ou diagnóstico), as clinicas e aos 

hospitais.  

As habilidades dos softwares especializados em análise de imagens (AI) em avaliar 

padrões de cores e analisar imagens têm sido amplamente utilizadas nas análises morfomé-

tricas de padrões histológicos (MOP-videoplan®, IBAS-2000®, OPTIMAS 6.1®) e 

citológicos (NeoPath®, PAPNET®, Cyto-Savant®).  

Muitos destes sistemas especialistas disponíveis no mercado trazem recursos e 

técnicas de computação gráfica que aumentam a sensibilidade das analises e fornecem 

informações mais precisas para os laudos (MELO-JUNIOR et al, 2006).  Segundo Hamilton e 

Allen (1995) e True (1996), as vantagens da mensuração das estruturas biológicas na 

histopatologia e na citopatologia incluem os seguintes aspectos: 

 

• Diminuição da variabilidade na quantificação dos aspectos celulares e teciduais; 

• Promoção de uma escala numérica e reprodutível dos aspectos qualitativos; 

• Aumento da sensibilidade na detecção de alterações mínimas; 

• Avaliação dos efeitos de diferentes métodos de processamento histológico; 

• Emprego no controle de qualidade; 

• Determinação de forma e tamanho padrão para ensino e diagnóstico; 

• Maximização como ferramenta de pesquisa. 

 

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

envolvidos em um sistema de analise de imagens de amostras biológicas.     
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Figura 6. Gráfico de um típico sistema de análise de imagens utilizado na pesquisa e patologia. 

Fonte: Melo-Junior (2006) 

 

3.2 ANÁLISES QUANTITATIVAS DAS FIBRAS DE COLÁGENO 

 

Na literatura encontram-se diferentes métodos como proposta para uma análise 

quantitativa das fibras de colágeno. Neste tópico descreveremos os que fizeram uso das 

técnicas de processamento de imagens e que contribuíram para o desenvolvimento deste 

trabalho. 

Segundo Zhang et al (2005) a terapia celular microencapsulada é uma estratégia 

promissora para o tratamento de várias doenças e que a avaliação da biocompatibilidade das 

microcápsulas é vital para o sucesso clínico desta tecnologia. 

Interessados no estabelecimento eficiente e padronizado desta avaliação, Zhang et al 

(2005) quantificaram o aumento das fibras de colágeno em amostras biológicas de superfície 

capsular. Para isso, coraram as amostras com Picrosirius Red e as observaram com o auxílio 

de um microscópio de luz polarizada com um sistema de vídeo acoplado, que possibilitou a 

digitalização das imagens e a transferência delas para um microcomputador. 

Em seguida, estes autores desenvolveram uma macro (rotina informatizada) utilizando 

o software Image-Pro Plus para a análise quantitativa da formação de fibras colágenas nas 

imagens digitais capturadas das amostras biológicas da superfície capsular. A tonalidade 

vermelha que caracteriza o colágeno do tipo I sob a luz polarizada foi substituída pela cor 

preta pura (RGB = 0) como primeira etapa de segmentação, seguida da conversão das 

tonalidades verdes (fibras tipo III) para nível 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 nível de cinza 

superior ao valor zero para determinar a área de colágeno tipo III. A densidade de colágeno do 

tipo I 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 colágeno, sendo que o colágeno do tipo I foi inferior ao tipo III se tornando 

cada vez mais abundante ao longo do tempo. 

Os autores concluíram que a avaliação de biocompatibilidade através do método de 

quantificação das fibras de colágeno 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 áreas da imagem preenchida pelas fibras de 

colágeno em um processo interativo da seleção das áreas 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 realização de análises de um conjunto de imagens digitais de amostras 

biológicas de superfície capsular, reduzindo o tempo total das análises e facilitando o controle 

dos parâmetros de processamento e a replicação dos resultados.  

Entretanto, este autor não menciona nenhuma condição padronizada de iluminação 

para a aquisição das imagens digitais das amostras biológicas, o que pode comprometer a 

autenticidade dos resultados obtidos com a macro desenvolvida para um conjunto de imagens 

adquiridas com condições de iluminação diversas. O autor também não menciona a utilização 

de pré-processamento para uma possível normalização ou ajuste das imagens que são 

processadas automaticamente.  
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(a) (d) 

  

(c) (b) 

Figura 7. Exemplo de quantificação de fibras colágenas: (a) Imagem original com coloração Picrosirius Red sob 

microscopia polarizada, (b) seleção do colágeno tipo III (verde) para cor preta. (c) Conversão do colágeno tipo I 

(vermelho) para nível de cinza, e (d) histograma de brilho da fibra de colágeno tipo I. Escala em 100 micros. 

Fonte: Zhang (2005) 

 

 

Como estudos apontam que a maior produção de colágeno do tipo III em relação ao 

tipo I pode justificar o adelgaçamento da fáscia transversal e a sua fraqueza, Meyer et al 

(2007) realizaram uma investigação quantitativa e qualitativa do colágeno na fáscia 

transversal de doentes com hérnia inguinal.  

Para tanto, os autores realizaram um estudo prospectivo de caso-controle com análise 

de biopcias da fáscia transversal de 27 doentes e 24 cadáveres com auxílio de microscópio 

óptico de luz polarizada. Para a coloração das amostras biológicas utilizaram hematoxilina-
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eosina e Picrosirios Red e para determinar as alterações na proporção e na quantidade de 

fibras colágenas empregaram a mesma metodologia de Zhang et al (2005). 

Os resultados obtidos pelos autores mostraram que a área percentual média de 

colágeno (tipos I + III) e colágeno do tipo I, nos dois grupos, mesmo não apresentando 

diferença estatística, a quantidade de colágeno tipo III foi maior nos doentes. Doentes 

classificados com Nyhus IIIa apresentaram maior quantidade de colágeno do tipo III. 

Os autores concluíram que não havia diferença significativa na quantidade de 

colágeno na facia transversalis de doentes comparada com o grupo controle. Foi encontrado 

aumente na quantidade de colágeno tipo III nos doentes com hérnia e em maior quantidade 

nos doentes classificados com Nyhus IIIa (Figura 8).  

 

 

Figura 8. Comparação do colágeno dos tipos I e III encontrados nos pacientes e no grupo controles. 

Fonte: Modificado de Meyer (2007). 

 

 

A analise quantitativa do colágeno também tem sido amplamente utilizada em 

pesquisas que visam o melhoramento das feridas em diversas fases da reparação tecidual. 

Cuttle et al (2005) analisaram a colagenização em feridas induzidas por queimaduras em fetos 
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ovinos e em cordeiros para o estudo e comparação da estrutura do colágeno entre estes dois 

grupos (Figura 9). 

Para a análise das amostras de pele foi utilizado o corante Picrosirius red, um 

microscópio de luz polarizada da marca Nikon EP600 (Nikon Corporation, Kanagawa, Japão) 

equipado com um filtro polarizador através do qual o fundo da imagem foi visualizado em 

preto e as fibras de colágeno em vermelho e verde-claro para os tipos I e III. As imagens 

digitais de todas as lâminas foram capturadas por uma câmera CCD no mesmo dia a fim de 

evitar variabilidade associada à fonte de iluminação.   

A análise morfometrica da imagem foi realizada por meio do software Image-Pro 

Plus® (versão 4.1.29, Media Cybernetics, Silver Spring, MD), em que foi calculada 

automaticamente a área (microns quadrados) das fibras de colágeno definidas pelas cores 

vermelha ou verde definindo os intervalos de cores em cada canal RGB que seriam utilizados 

para classificar as fibras. Foram usados os mesmos parâmetros para o processamento de todas 

as imagens digitais adquiridas.  

Os autores observaram que nos fetos a deposição de colágeno aumentou em 

decorrência do tempo, sendo que as fibras de colágeno do tipo III se tornaram mais espessas e 

maturaram para o tipo I. A relação entre ambos os tipos de fibras de colágeno nos fetos 

também aumentou, enquanto nos cordeiros se manteve não ouve um aumento semelhante.  

Cuttle et al (2005) concluíram que a quantidade de colágeno do tipo I e III não sofreu 

alteração significativa após a lesão, mas a arquitetura do tecido diferiu entre o tecido fetal e a 

do cordeiro. 
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1º Dia 

14º Dia 

60º Dia 

(a) (b) (c) 

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

(queimadura) e (c) período de aquisição das imagens. 

Fonte: Cuttle (2005) 
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1º Dia 

14º Dia 

60º Dia 

(a) (b) (c) 

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

(queimadura) e (c) período de aquisição das imagens. 

Fonte: Cuttle (2005) 

 

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

envolvidas no processo de reparação tecidual de anastomoses colocólicas em suturas feitas  

manualmente e por anel biofragmentável.  
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Para isso, os autores adquiriram imagens de alterações patognomônicas do processo 

inflamatório em anastomoses colocólicas em 14 cães e quantificaram líquido de edema, tecido 

fibromuscular, vasos e núcleos celulares através de processamento de imagens utilizando um 

software desenvolvido no laboratório de informática dedicado à odontologia (LIDO) da 

universidade de São Paulo. 

Os resultados obtidos foram comparados, como contraprova, aos obtidos através de 

leituras convencionais feitas por dois patologistas. A gradação de alterações ausente, leve, 

moderada e intensa foi utilizada nesta leitura para que se semi-quantificassem as mesmas 

variáveis lidas pelo software de processamento.  

Os autores observaram que houve diferença significativa entre as duas técnicas de 

sutura e que a sutura realizada com a de anel biofragmentável apresentou menor quantidade 

de edema, fibras organizadas e prevalência de núcleos celulares alongados em relação aos 

esféricos, sinal evidente de organização tecidual. 

Os resultados permitiram aos autores concluírem que a histometria por processamento 

de imagem computacional mostrou-se eficiente na quantificação das principais estruturas 

teciduais envolvidas no processo inflamatório 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 padrões morfológicos através da área e do perímetro para o 

calculo do fator de forma, que é obtido através da relação entre ambas as variáveis.  

Para obter os valores de área, perímetro e fator de forma, há a separação de estruturas 

da imagem através da identificação e da subtração de um determinado ponto (pixel) da tela 

com o respectivo valor de cor no intervalo entre 0 e 32 tons. O usuário seleciona com o 

auxílio de um quadrado de estrutura variável uma amostragem da imagem, todos os valores 

das cores dos pixels no interior do quadrado são guardados em uma tabela de padrões. Se o 

valor da cor do pixel se repetir n vezes, apenas um valor será armazenado no interior do 

quadrado, após esse procedimento o algoritmo varre toda a imagem comparando o valor da 

cor de cada pixel com a tabela de padrões. 

Se o valor corresponder a algum outro na tabela, este é subtraído da imagem, de tal 

forma que permanecem somente as estruturas formadas pelos pixels diferentes daqueles 

pertencentes ao padrão selecionado. Outro padrão, após cada varredura, pode ser novamente 
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determinado efetuando o mesmo procedimento de posicionamento do quadrado em outra área 

da imagem, definindo o momento adequado da subtração.   

 

 

Figura 11. Tela do software ImageLab. 

Fonte: Novelli et al (1997) 

 

Outros softwares como o KS-400 e o KS 300 da ZEISS, ImageJ e Photoshp também 

são utilizados para auxiliar nas análises de imagens histológicas. Entre os autores que 

utilizaram os softwares KS-400 e KS 300 para análise do colágeno encontram-se Benedicto et 

al (2003) e Leite et al (2004). Porém, ambos os autores não detalham a metodologia utilizada 

para o processamento das imagens.  

O software ImageJ é de domínio publico e desenvolvido em Java (disponível para 

download em: http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Nas principais análises encontradas 

na literatura realizadas com o auxílio desse software foram consideradas imagens em escala 

de cinza. Por exemplo, Sanders et at (1998) utilizou o Photoshop para converter a imagem em 

níveis de cinza e o ImageJ para aplicar um threshold, afim de quantificar a  área total das 

fibras de colágeno, sem distinguir seus tipos.  

Recentemente, pesquisadores da Universidade de Mogi das Cruzes desenvolveram um 

software (CFC_Image v.1) para análise de imagens biológicas com interface amigável, 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 parâmetros selecionados a partir de uma imagem referência. 

Estes parâmetros são selecionados pelo usuário de modo interativo também.  

Para desenvolver um método automático de classificação e de quantificação das fibras 

de colágeno dos tipos I e III, foi utilizado o modelo de cores RGB e elaborado um algoritmo 

que realiza uma decomposição dinâmica das cores em RGB. Isto permitiu analisar as 

características de imagens digitais adquiridas de lâminas histológicas preparadas com 

amostras de colágeno e constatar que os pixels visualmente classificados como verde 

(referentes às fibras de colágeno do tipo III) possuem a componente R maior em até 25% em 

comparação com a componente G.  

Com base nesta observação foram definidos os limiares com valores mínimos de cada 

intensidade dos componentes RGB para classificação das fibras de colágeno dos tipos I e III 

sem a intervenção direta do observador a cada processamento. O fundo da imagem  (pixels 

sem informação útil; 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 relação 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 condições 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 colágeno do tipo III é atribuída cor verde ao pixel. Caso contrário a tonalidade do 

pixel é substituída pela coloração vermelha, que é característica das fibras colágenas do tipo I. 

Por último, o software realiza a quantificação 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 lâmina com as fibras de colágeno tipo I e III e a mesma 

imagem após processamento. 

 

Este software passou por uma etapa de validação, em que foram processados dois 

conjuntos de imagens digitais, sendo um de imagens simuladas e outro de imagens adquiridas 

de 20 lâminas, preparadas com amostras de reparo tecidual selecionadas com o propósito de 

observar a maturação das fibras de colágeno dos tipos I e III nas diferentes fases da 

cicatrização. Os resultados obtidos foram comparados com outros obtidos com o Image-Pro 

Plus para os mesmos conjuntos de imagens. Seu desempenho também foi comparado com o 

Image-Pro Plus.  

As imagens das amostras de reparação tecidual foram cedidas por Cruz (2007), que 

realizou um estudo sobre o efeito da estimulação elétrica na cicatrização cutânea pós-

operatória. Estas imagens com 512x456 pixels foram adquiridas de lâminas histológicas 

coloridas com Picrosirius Red e com o auxílio de um microscópio óptico de luz polarizada. 

As amostras de reparação tecidual foram colhidas em três diferentes períodos de maturação da 

lesão: 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 são do 

grupo G3 (adquiridas ao décimo quarto dia).  
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Com as imagens simuladas foi possível testas os limiares de classificação 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 possível analisar os processos de cicatrização em diferentes etapas. 

Os valores quantificados corroboram com a literatura especifica da área, onde com o decorrer 

do processo de reparação tecidual as fibras tipo III são substituídas pelas fibras tipo I, este 

evento pode ser quantificado (Figura 13).  

 

 

  

 

(a) 

 

(b) 

Figura 13. Resultado da classificação e da quantificação de fibras de colágeno dos 

tipos (a) I e (b) III em três diferentes fases de maturação do processo cicatricial 

com a utilização dos softwares CFC_Image v.1 e Image-Pro Plus. 
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Segundo Cheng et al (2001), a cor é um eficiente descritor, que muitas vezes 

simplifica a extração e o reconhecimento de algum objeto ou área da imagem num sistema de 

visão computacional. Porém, a cor também está ligada à geometria de iluminação, ou seja, a 

direção e a intensidade da fonte de luz bem como sua distribuição espectral.  

Visando minimizar este problema, Perez (2001) desenvolveu um algoritmo de pré-

processamento para calibrar os componentes RGB em imagens coloridas de úlceras de perna. 

As imagens utilizadas foram adquiridas por uma câmera VHS comum sem a padronização das 

condições de iluminação, conseqüentemente, as imagens apresentaram uma grande variação 

quando são comparadas com outras imagens do mesmo paciente adquiridas em outras fazes 

de tratamento. 

A referência de calibração utilizada foi uma régua branca, que estava presente em 

todas as imagens. Assim, o usuário seleciona manualmente uma área deste objeto e o 

algoritmo calcula a porcentagem necessária para elevar o valor de cada canal RGB do seu 

nível atual para o máximo de branco, R=G=B=255. Em seguida, esta compensação é aplicada 

em toda a imagem. A equação 1 mostra como é feito o calculo e a Figura 14 ilustra o 

resultado do processo de calibração.   

 

 

(2) 

 

(3) 

Sendo que: ch corresponde a cada canal presente sempre o lado direito de cada variável; 

Maxch é o valor máximo de cada canal, no caso 255 para todos; Sch armazena a porcentagem 

que irá regular o canal; Rch consiste na amostra da régua referente ao canal ch; Gch é o canal 

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

Figura 14. Imagem digital captura de lesão: (a) original e (b) com normalização da iluminação. 

Fonte: Perez (2001) 

 

 

Menezes (2000) propôs o desenvolvimento e a avaliação de um sistema 

óptico/mecânico em conjunto com software capaz de extrair parâmetros quantitativos 

associados à coloração e a estrutura da íris. Seu objetivo era determinar o nível de glicose no 

sangue de forma não invasiva a partir do processamento de imagens da íris. 

Com o sistema óptico foi possível a captação da imagem da íris e com o software 

extrair diferentes parâmetros, como os componentes RGB e/ou HSI, que através de um 

sistema de referência de posição correlaciona-os as diferentes regiões da íris. Também foi 

realizado um levantamento das possíveis condições de incertezas e realizados ensaios e 

análises estatísticas para avaliar a influência de cada fonte de incerteza sobre o sistema. 

Dentre os achados, está a variação da intensidade luminosa e fontes associadas, tais como: 

algoritmo de processamento e classificação das cores, câmera fotográfica digital, condições 

ambientais e habilidade do operador.  

Codes (2003) dando seqüência ao projeto de Menezes (2000) propôs uma metodologia 

para compensação das cores provocadas pelo sistema ou por interferência externa ao mesmo. 

Três modelos de correção das cores foram implementados e testados, todos baseados em 

transformações lineares entre coordenadas RGB, destacam-se o modelo de três constantes 

multiplicativas distintas para coordenada de cor. 

A correção é feita então de acordo com as equações: 

 

Rc = Kr . r (4) 

Gc = Kg . g (5) 

Bc = Kb . b (6) 
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Sendo que Kr, Kg e Kb são fatores de correção para as componentes R, G e B 

respectivamente; r, g e b são valores dos componentes R, G e B da imagem original; e Rc, Gc 

e Bc são valores corrigidos para os componentes R, G e B.  

A avaliação foi feita com base em experimentos em condições controladas, que 

envolveu uma avaliação da câmera digital utilizada no sistema, sua estabilidade na medição 

das cores ao longo do tempo, variações nas condições de iluminação e no posicionamento 

relativo entre a câmera e o objeto, bem como uma avaliação das influências externas ao 

sistema. 

Os resultados obtidos pelos autores mostram que é possível reduzir as incertezas 

presentes na medição de cor com a utilização dos algoritmos propostos. Apontam, também, as 

condições mais adequadas de aquisição das imagens e os requisitos necessários às referencias 

de cores a serem utilizadas na correção.   

 

 

(a)      (b) 

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

Fonte: Codes (2003) 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

Para alcançar os objetivos propostos foram planejadas as seguintes etapas: 

 

 Procedimento experimental para verificar a influência da iluminação sobre 

identificação das fibras colágenas 

 Seleção de lâminas de amostra de pele integra (não lesionada); 

 Determinação e avaliação das condições de iluminação permitidas pelo 

equipamento para a aquisição das imagens digitais; 

 Mensuração da intensidade da luz que atinge a lâmina em todas as condições 

possíveis no equipamento; 

 Processamento e Análise das imagens adquiridas  

 Seleção de uma imagem digital capturada da lamina de pele integra, que 

apresenta a proporção de 90% de fibras do tipo I e 10% de fibras do tipo III, 

para ser utilizada como imagem referência; 

 Quantificação das fibras de colágeno dos tipos I e III usando o Image-Pro Plus 

e o CFC_Image v.1 (modelo de cores RGB); 

 Análise comparativa da quantificação realizada na imagem referência; 

 Procedimento computacional para minimizar a influência da iluminação 

 Substituição do modelo de cor RGB utilizado na primeira versão do software  

CFC_Image por  HSV; 

 Quantificação das fibras de colágeno dos tipos I e III usando o CFC_Image v.2 

(modelo de cores HSV); 

 Desenvolvimento de procedimentos para maximizar a redução da influência da 

iluminação nas imagens adquiridas com condição de iluminação diversa; 

 Utilização destes procedimentos como etapa de pré-processamento, seguida do 

processamento utilizando CFC_Image v.2;  

 Análise dos resultados obtidos e comparação com a imagem referência. 
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Estas etapas são descritas nos itens seguintes. 

 

4.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL  

A influência das condições de iluminação foi verificada com o auxílio de uma 

investigação experimental, realizada no Laboratório de Estudo do Movimento e Estimulação 

de Tecidos (LeMoveTec) da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC). Nos itens seguintes 

são descritos os materiais utilizados e o procedimento experimental realizado. 

4.1.1 Materiais utilizados 
  

 Os materiais usados para realização da pesquisa são: 

 

 Um microscópio óptico de luz polarizada da marca Leica®, modelo DMLP 

(Figura 16); 

 Uma câmera de vídeo da marca LG modelo GC-415N-MD (Tabela 2), 

acoplada ao microscópio para a aquisição das imagens digitais; 

 Uma lâmina de corte histológico corada com Picrosírius Red, com amostra de 

pele normal (sem lesão); 

 Um microcomputador, Pentium IV 1.90 GHz, 512 MB de memória RAM e 

sistema operacional Windows XP – Professional para registro e processamento 

das imagens adquiridas; 

 Um resistor LDR e um multímetro para a mensuração da saída de luz. 
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Figura 16. Microscópio de luz polarizada com uma câmera acoplada e um monitor de imagem. 

 

 

Tabela 2. Principais especificações técnicas da câmera de vídeo.  

Especificações Câmera 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 digitalização 15.734 Khz, 59.94 Hz 

Resolução 480 linhas TV 

Fonte: Operation Manual, LG-Honeywell. 

 

4.1.2 Seleção da lâmina histológica  

 

Foram pré-selecionadas sete lâminas com amostras de pele em condições normais, as 

quais fizeram parte de um projeto anterior no Programa de Pós-graduação em Engenharia 

Biomédica da Universidade de Mogi da Cruzes.  
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Para a seleção da lâmina histológica a ser utilizada como padrão nas analises de 

variação de iluminação foram consideradas os seguintes critérios de inclusão: 

 Corte histológico corado com Picrosirius Red para a observação das amostras 

sobre polarizadores cruzados; 

 Lâmina cuja amostra de pele continha a presença das fibras de colágeno dos 

tipos I e III, evidenciadas pelas tonalidades vermelha e verde, com bom 

contraste entre si e o fundo da imagem (material amorfo); 

 Lâmina que não continha nenhum tipo de artefato, como pelos ou partes de 

outras amostras teciduais; e  

 Lâminas que apresentasse a proporção de fibras de colágeno indicada na 

literatura de 90% do tipo I e 10% do tipo III. 
 

4.1.3 Determinação das condições de iluminação e aquisição das imagens  

 

Para identificar as condições de iluminação que exercem maior influência sobre a 

qualidade da imagem e, por conseguinte, causam variações na classificação e na quantificação 

automática das fibras de colágeno, foram adquiridas 9 imagens digitais de uma mesma lâmina 

histológica, focando o mesmo local sobre a amostra e variando apenas as condições de 

iluminação para cada nova aquisição. Foi utilizado o seguinte protocolo: 

 

1. Posicionamento da lâmina histológica sob a objetiva de 20 do microscópio óptico;  

2. Ajuste das condições de iluminação para visualização da amostra com os 

diafragmas de entrada e saída de luz para a amostra; 

3. Captura e armazenamento da imagem digital; 

4. Alteração das condições de iluminação; 

5. Repetição dos procedimentos 2 a 4 para todas as condições de iluminação sob 

análise. 

 

As condições de iluminação foram escolhidas levando em consideração que o 

contraste da imagem da lâmina histológica pode ser alterado de acordo com a abertura do 

diafragma de entrada da luz e do diafragma localizado depois do polarizador do microscópio 

(Figura 17). Dessa forma, foram testadas todas as condições de ajuste possíveis com o 

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

 

4.1.4 Mensuração da saída de luz 

 

A mensuração da saída de luz do microscópio para cada uma das condições de 

iluminação avaliadas foi realizada com a utilização 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 resistência que varia conforme a intensidade de radiação 

eletromagnética do espectro visível que incide sobre ele. 

A resistência do LDR varia de forma inversamente proporcional à quantidade de luz 

incidente sobre ele, isto é, enquanto o feixe de luz estiver  incidindo, o LDR oferece uma 

resistência muito baixa. Quando este feixe diminui, sua resistência aumenta.  

Conjuntamente, foi utilizada uma bateria 9v, um resistor para redução da carga que 

chega ao LDR e um multímetro para a leitura da resistência, como ilustra o circuito 

apresentado na Figura 18. 

 O LDR foi acoplado no lugar da câmera de vídeo para capturar valores de resistência 

da luz em cada ajuste de iluminação disponíveis nos diafragmas do microscópio.   
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Figura 18. Circuito utilizado para mensurar a intensidade de luz em cada condição de iluminação testada.  

 

 

4.2 PROCESSAMENTO DAS IMAGENS  

 O processamento de imagens foi realizado tanto para a seleção da imagem referência, 

representativa de uma amostra de pele saudável, como para avaliar a influência da iluminação 

sobre a classificação e a quantificação das fibras de colágeno dos tipos I e III, conforme 

descrito nos itens seguintes. 

4.2.1 Descrição 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 colágeno, também foi 

utilizado neste trabalho.  

Foi verificada a sua eficiência na quantificação das proporções de fibras de colágeno 

dos tipos I e III em função da variabilidade nas condições de iluminação de uma amostra de 

pele saudável, bem como foi realizada uma comparação desta eficiência com àquela 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 

separação dos objetos presentes na imagem em classes distintas bem com o cálculo da área 

ocupada por cada um dos objetos.  
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A separação é realizada de forma semi-automática e o cálculo da área ocorre 

automaticamente conforme o usuário 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 três 

classes, sendo as duas primeiras para representar as áreas preenchidas com as tonalidades 

vermelha e verde, ambas referentes às fibras de colágeno dos tipos I e III, respectivamente. A 

terceira classe foi criada para a seleção do fundo da imagem (pixels sem informação útil; 

material amorfo) para que esta área não fosse contada como pertencente a alguma das classes 

anteriores.  

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

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

4.2.1.2 CFC_Image  

 

Foi utilizado inicialmente o CFC_Imagem v.1 conforme descrito no “Estado da arte”, 

no qual os parâmetros de processamento a serem considerados para os conjuntos de imagens 

de lâminas de reparação tecidual já foram pré-estabelecidos em função de dado um conjunto 

de imagens de reparação tecidual.  

O modelo de cores RGB, implementado neste software foi substituído, em seguida, 

pelo modelo de cores HSV, que se baseia nas variáveis da percepção humana das cores, 

obtendo-se o CFC_Image v.2.  Nesta nova versão, o processamento para classificação das 

cores é realizado com a utilização do modelo de HSV com os parâmetros obtidos a partir de 

uma dada imagem referência escolhida pelo usuário. 

 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 conversão 

entre os modelos RGB e HSV.   

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

comparadas com aquelas realizadas com o software Image-Pro Plus. 
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Figura 19.  Fluxograma para conversão do RGB para HSV.  

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

Fonte: Watanabe (2009). 
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Para a determinação 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 à procura de 

todas as tonalidades que se enquadram neste novo intervalo, permitindo que o usuário 

acompanhe o processamento (Figura 21). Na figura 22 é apresentado o fluxograma do 

algoritmo desta função.  

 

 

 

Figura 21. Entrada dos parâmetros HSV através da seleção das tonalidades vermelha e verde na imagem de 

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

Fonte: Watanabe (2009). 
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4.2.2 Seleção da imagem referência  

Seguindo o protocolo de aquisição 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 à proporção que mais se aproxima do referenciado na literatura de 90% 

correspondente às fibras de colágeno do tipo I e 10% ao tipo III. 

Nos ajustes de iluminação onde o diafragma de entrada de luz era fixado em 6 e o 

diafragma do polarizado em 3, cuja tensão medida posteriormente foi de 0.036 v, foi possível 

capturar uma imagem que apresentou a proporção de 89,66% de fibras de colágeno do tipo I e 

10,33 %  de fibras de colágeno do tipo III (Figura 23)  

 

 

Figura 23. Imagem utilizada como referência, onde é possível quantificar a proporção de 90% de fibras de 

colágeno tipo I e 10% para as fibras de colágeno do tipo III. 

 

4.2.3 Seleção dos parâmetros para processamento automático 

A imagem selecionada como referência foi utilizada para calibrar o software 

CFC_Image v.2.0 para que fosse possível processar um conjunto de imagens segundo um 

único limiar.  

Foram extraídas desta imagem as coordenadas de classificação de cores do sistema 

HSV determinando o valor máximo e mínimo para matiz (H) saturação (S) e valor (V). Sendo 
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assim, a tonalidade vermelha e verde correspondente as fibras do tipo I e III, foram 

classificadas de acordo com os parâmetros mostrados na Tabela 3.  

 

Tabela 3. Parâmetros de classificação das cores HSV obtidos a partir da imagem de referência. 

Tipo de 

fibra 

Matiz Saturação Valor 

Min. Max. Min. Max. Min. Max. 

I 33 359 136 255 61 198 

 III 19 39 157 239 135 152 

 

 

Com a utilização destes parâmetros para a classificação da cores no software 

CFC_Image v.2.0 foi possível quantificar a proporção de 89 % de fibras de colágeno do tipo I 

e 10% de fibras de colágeno do tipo III na imagem de referência. Estes parâmetros foram 

mantidos para o processamento das demais imagens para estudar a influência da variação das 

condições de iluminação.  

 

4.3 CORREÇÃO DA INFLUENCIA DA ILUMINAÇÃO 

Algumas imagens digitais adquiridas de lâminas histológicas com microscópio óptico 

e luz polarizada e também com variações nas condições de iluminação podem ser corrigidas, 

empregando-se uma etapa de pré-processamento antes da realização do processamento 

(segmentação e quantificação do detalhe de interesse). 

Uma análise realizada com todas as imagens adquiridas com as variações de 

iluminação mostraram que algumas imagens também devem ser descartadas porque 

apresentam uma luminosidade, onde não se pode visualizar as tonalidades de interesse. 

As escalas mínimas do diafragma de entrada de luz 2,5 e 4, quando combinadas com 

as escala de 1 a 6 no diafragma do polarizador, não permitiram a visualização na imagem de 

nenhuma das tonalidades de interesse. 

Os valores de tensão medidos nestas condições variaram entre 0,011 a 0,018 e se 

mostrou insuficiente tanto para a formação e captura da imagem pela câmera de vídeo, quanto 

para observação no ocular do microscópio.  
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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 tensão medidos nestes posicionamentos variaram entre 0,072 

a 0,142.  

São descritos a seguir 2 algoritmos para realizar a correção da iluminação. 

4.3.1 Ajuste de brilho  

 

O ajuste de brilho das imagens com baixa luminosidade e contrate foi realizado com a 

implementação de algoritmos para o realce linear. Este método se baseia em técnicas no 

domínio espacial que operam diretamente os pixels que compõem a imagem.  

Funções de processamento de imagens no domínio 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 vizinhança de (x, y) (GONZALEZ & WOODS, 

2003). 

Esta função de processamento foi aplicada em cada canal R, G e B como também 

utilizado por Codes (2003) nas equações (4) a (6): 

Em um grupo de imagens digitais o usuário seleciona uma única imagem como padrão 

de referência (ou seja, que apresenta boa qualidade para a visualização das fibras de colágeno 

dos tipos I e III), o algoritmo extrai desta imagem as características principais, tais como 

média global e média para cada uma das componentes R, G e B da tonalidade do pixel, os 

quais serão utilizados como parâmetros para o ajuste das demais imagens. 

O usuário 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 aproximação da imagem sob análise com  a imagem referência.    

4.3.2 Equação de Boltzmann 

 

 A função Botzmann, expressa pela equação (8), foi utilizada para realizar uma 

correção no brilho de imagens digitais adquiridas com variações nas condições de iluminação.  
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sendo que os parâmetros A1, A2, x0  e dx são considerados como mostrado na Figura 24.  

 

 

 

Figura 24. Forma da Função Boltzmann 

 

Em que A1 e A2 são os valores mínimos e máximos referente a um dos componentes R, G e B, 

x0 é o valor médio entre A1 e A2 para toda a imagem e dx é uma constante de tempo que está 

relacionada com x0.  

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

 

 Uma varredura na imagem referência a fim de encontrar:  

o os valores máximos e mínimos dos componentes R, G e B (RRmin, RRmax, 

GRmin, GRmax, BRmin, BRmax) e os valores médios (RRM, GRM, BRM); 

 Cálculo da exposição para cada um dos componentes R, G e B  (xr, xg e xb) da imagem 

referência com ilustra a equação 9: 

     xr = 3,0 -  (RRM * 3,0)/RRmax (9) 

 Cálculo do valor de dx através da expressão 

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

o os valores máximos e mínimos de (Rmin, Rmax, Gmin, Gmax, Bmin, Bmax); 

o os valores médios (RM, GM, BM); 

 Realiza varredura na imagem real e  

o Obtém o valor dos componentes R, G e B  

o Calcula a exposição referente a cada um destes componentes (xr, xg e xb) 

conforme ilustra a equação 11 

                 xr = 3,0 -  (R * 3,0)/Rmax (11) 

o Calcula a exposição média para os componentes R, G e B (x0r, x0g e x0b) 

conforme ilustra a equação 12 

                 x0r = 3,0 -  (RRM * 3,0)/255 (12) 

o Aplica a equação de Boltzmann para os componentes R, G e B como ilustra a 

equação 13 

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

o Verifica se os valores calculados para os novos componentes R, G e B estão entre 

0 e 255, caso contrário atribui 0 para valores menores que zero e 255 para valores 

maiores que 255; 

o Por último, plota os novos componentes R, G e B num objeto imagem. 
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55  RREESSUULLTTAADDOOSS  EE  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

5.1 MENSURAÇÃO DA SAÍDA DE LUZ DO MICROSCÓPIO ÓTICO 

A Figura 25 apresenta os valores referentes à intensidade de luz que foram 

mensurados em cada posicionamento de ajuste no microscópio com auxílio 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 tensão que foram medidos em seis pontos distintos.    

 

Mensuração da luz nos diferentes posicionamentos
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Figura 25.  Teste realizado para mensurar a quantidade de luz. 

 

No gráfico acima nota-se que nos posicionamentos iniciais da escala do diafragma de 

entrada de luz os valores de tensão são próximos à zero ainda que se aumente a abertura do 

diafragma do polarizador. As imagens nas quais foi possível a observação das fibras de 

colágeno foram as adquiridas a partir da escala 5 do polarizador de entrada de luz, isto é, a 

partir do valor 0,023V de tensão da intensidade de luz medida. 

Os valores que excederam o valor de tensão 0,075V a 0,142V, que se encontram na 

escala de 9 a 12 no diafragma de entrada de luz, também não foram considerados adequados 

para aquisição das imagens, pois a alta intensidade de luz gera imagens saturadas, perdendo a 

definição das tonalidades dos pixels, que diferenciam as fibras de colágeno dos tipos I e III, o 

que inviabiliza o processamento automático e semi-automático. 
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No diafragma do polarizador, o posicionamento mínimo 1 da escala também se 

mostrou inadequado, pois a quantidade de luz que é transmitida sobre a amostra é insuficiente 

para a detecção das tonalidades dos pixels relativos às fibras de colágeno dos tipos I e III e, 

conseqüentemente, as imagens digitais adquiridas nesta condição não foram submetidas tanto 

ao pré-processamento como ao processamento em nenhum dos dois software empregados no 

estudo.  

Os valores intermediários medidos entre 0,023V a 0,067V se mostraram mais 

apropriados para a aquisição de imagens digitais e para a realização do pré-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 EFICIÊNCIA DOS MODELOS DE COR RGB E HSV  

 

Os gráficos apresentados na Figura 26 ilustram a eficiência das duas primeiras versões 

do software CFC_Image em que foram implementados os modelos de cor RGB e HSV para  

processar as imagens digitais de reparação tecidual. 

Os gráficos da Figura 27 mostram os resultados dos processamentos realizados com o 

método automático 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 

proporções das fibras de colágeno dos tipos I e III.   
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CFC_Image v.1.0 - RGB
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CFC_Image v.2.0 - HSV 
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CFC_Image v.1.0 - RGB
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CFC_Image v.2.0 - HSV
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CFC_Image v.1.0 - RGB
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CFC_Image v.2.0 - HSV
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Figura 26. Quantificações realizadas com o software CFC_Image considerando os modelos de cor:  (a) RGB   e  

(b)  HSV. 
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CFC_Image v.2.0 - HSV 
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Image-Pro Plus
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CFC_Image v.2.0 - HSV
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Image-Pro Plus
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CFC_Image v.2.0 - HSV
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(a) 

Image-Pro Plus
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(b) 

Figura 27. Quantificação das fibras de colágeno realizadas com (a) CFC_Image v.2  e (b) Image-Pro Plus nas 

imagens digitais adquiridas da amostra de pelo normal com variação nas condições de iluminação. 
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Na Figura 26 nota-se que o método de classificação de cores elaborado com o modelo 

RGB não foi eficiente quando aplicado em imagens digitais adquiridas de amostras de pele 

saudável considerando diferentes condições de iluminação, visto que as fibras de colágeno do 

tipo III representada pela tonalidade verde não foi quantificada em nenhuma das imagens 

representadas pelos gráficos da coluna (a). 

Com a aplicação dos limiares de classificação de cores do modelo HSV, as fibras tipo 

III não foram quantificadas em nenhuma proporção apenas no posicionamento 5 do diafragma 

de entrada de luz, como ilustrado pelos gráficos na coluna (b) . 

Na Figura 27, observa-se que a quantificação interativa das proporções das fibras de 

colágeno dos tipos I e III realizada com o software Image-Pro Plus sofrem maior variação em 

decorrência das alterações das condições de iluminação da lâmina histológica. Pois em 

determinadas condições de baixa ou alta luminosidade, o usuário fica impossibilitado de 

identificar as tonalidades de interesse, quantificando mais ou menos pixels que os realmente 

existentes na imagem, tanto para fibras de colágeno do tipo I (vermelho) como do tipo III 

(verde). 

Com exceção do ajuste 5 no diafragma de entrada de luz, em que ambos os softwares 

não quantificaram as fibras de colágeno do tipo III, nos demais ajustes o software CFC_Image 

se mostrou mais eficiente na quantificação das tonalidades vermelha e verde com proporções 

próximas a imagem de referência.  

 

5.2 A JUSTE DE BRILHO  

 

As imagens apresentadas nas Figuras 28 a 31 mostram os conjuntos de imagens que 

foram submetidas ao pré-processamento considerando o ajuste de brilho. Para a aquisição 

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 combinações 5-1, 6-2, 7-1 e 8-1 foram descartadas porque 

não foi possível distinguir as tonalidades vermelha ou verde.  Na coluna à esquerda estão as 

imagens antes do pré-processamento, e na a coluna direita a mesma, após o pré-

processamento. 
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(a) 5_2 (b) 5_2 

  
(c) 5_3 (d) 5_3 

  

(e) 5_4 (f) 5_4 

  
(g) 5_5 (h) 5_5 

  
(i) 5_6 (j) 5_6 

Figura 28. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condições de iluminação de 5-3 a 5-6 

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

  
(c) 6_3 (d) 6_3 

  
(e) 6_4 (f) 6_4 

  
(g) 6_5 (h) 6_5 

  
(i) 6_6 (j) 6_6 

Figura 29. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condições de iluminação de 6-2 a 6-6 

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

  
(c) 7_3 (d) 7_3 

  
(e) 7_4 (f)  7_4 

  
(g) 7_5 (h) 7_5 

  
(i) 7-6 (j) 7-6 

Figura 30. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condições de iluminação de 7-2 a 7-6 

tanto antes (a, c, e, g, i)  como após (b, d, f, h, j) a realização 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 (f) 8_4 

  
(g) 8_5 (h) 8_5 

  
(i) 8_6 (j) 8_6 

Figura 31. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condições de iluminação de 8-2 a 8-6 

tanto antes (a, c, e, g, i)  como após (b, d, f, h, j) a realização do pré-processamento com o ajuste de brilho.  



67 

 

Em seguida são apresentados os gráficos da Figura 32 referentes às proporções de 

fibras de colágeno dos tipos I e III que foram quantificadas nas imagens adquiridas nos 

posicionamentos 5-2 ao 8-6, após realização do ajuste de correção de brilho. Estas imagens 

foram processadas com os software CFC_image v.2.0 e Image-Pro Plus para comparação dos 

resultados antes e após pré-processamento. 
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Figura 32. Quantificação de fibras colágenas realizadas com (a) CFC_Image v.2 e (b) Image-Pro Plus após o ajuste de 

brilho das imagens digitais adquiridas da amostra de pelo normal com variação nas condições de iluminação. 

 

Na Figura 32 pode-se observar que para a imagem adquirida com o posicionamento 6-

2 foi possível ao usuário quantificar com o Image-Pro Plus uma proporção de 91,64% para as 

fibras de colágeno do tipo I e 8,36% para as fibras do tipo III. Como a proporção 

anteriormente encontrada era de 8,64% para as fibras do tipo I e 0% para o tipo III, pode-se 

concluir que a qualidade da imagem com relação à distribuição das cores melhorou com a 

realização do pré-processamento. 

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

proporção das fibras de colágeno dos tipos I e III 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 quantificação das fibras de colágeno dos tipos I e 

III em cada posicionamento do diafragma de entrada de luz com variações do diafragma do 

polarizador. Com estes valores é possível identificar quais posicionamentos dos diafragmas 

possibilitam a aquisição de imagens com maior qualidade como também observar a variação 

na detectablidade das fibras de colágeno dos tipos I e III, que ocorre para ambos os softwares 

em função das variações realizadas nas condições de iluminação da lâmina histológica.  

Nota-se que os posicionamentos 7-2 ao 7-6 e 8-2 ao 8-6, foram os que mais 

favoreceram a quantificação automática realizada com o software CFC_Image v.2.0, 

possibilitando uma quantificação das fibras de colágeno próxima ao índice esperado de 90% 

para as fibras de colágeno do tipo I e 10 % para o tipo III. 

 

 

Tabela 4. Média dos valores encontrados para as fibras de colágeno dos tipos I e III nos diferentes 

posicionamentos dos diafragmas.   

Posicionamentos 
CFC_Image v.2.0 Image-Pro Plus 

Tipo I (%) Tipo III (%) Tipo I (%) Tipo III (%) 

5-2 ao 5-6 2,77  0 % 3,57 % 0 % 

6-2 ao 6-6 97,22  2,71 8,69 0,00 

7-2 ao 7-6 88,90 11,08 97,39 2,61 

8-2 ao 8-6 91,85  8,13 96,94 3,06 

9-2 ao 9-6 94,24  5,74 97,16 2,84 

10-2  ao 10-6 93,98 6,00 96,78 3,22 

11-2 ao 11-6 95,74 4,24 97,39 2,22 

12-2 ao 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 colágeno dos tipos I e III após o ajuste de brilho. 

Posicionamentos 
CFC_Image v.2.0 Image-Pro Plus 

Tipo I (%) Tipo III (%) Tipo I (%) Tipo III (%) 

5-2 ao 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 ao 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 

colágeno do tipo I e 2,71% para as fibras do tipo III antes do ajuste de brilho. Uma maior 

quantidade de fibras de colágeno foi identificada após o ajuste, sendo 86,14% e 13,86% para 

as fibras de colágeno dos tipos I e III, respectivamente.  

 

5.3 EQUAÇÃO DE BOLTZMANN 

 

As Figuras 33 a 36 mostram imagens que foram processadas antes e após a realização 

do pré-processamento, em que foi usada a equação de Botzmann para amenizar na imagem o 

efeito das variações nas condições de iluminação.  

A Figura 37 mostra os resultados do processamento realizado nestas imagens após a 

realização do pré-processamento.  

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

cada posicionamento dos diafragmas do microscópio.  
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(a) 5-2 (b) 5-2 

  
(c) 5-3 (d) 5-3 

  
(e) 5-4 (f) 5-4 

  
(g) 5-5 (j) 5-5 

  
(k) 5-6 (l) 5-6 

Figura 33. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condições de iluminação de 8-2 a 8-6 

tanto antes (a, c, e, g, i)  como após (b, d, f, h, j) a realização do pré-processamento com a equação Boltzmann. 
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(a) 6-2 (b) 6-2 

  
(c) 6-3 (d) 6-3 

  
(e) 6-4 (f) 6-4 

  
(g) 6-5 (h) 6-5 

  
(i) 6-6 (j) 6-6 

Figura 34. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condições de iluminação de 8-2 a 8-6 

tanto antes (a, c, e, g, i)  como após (b, d, f, h, j) a realização do pré-processamento com a equação Boltzmann. 
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(a) 7-2 (b) 7-2 

  
(c) 7-3 (d) 7-3 

  
(e) 7-4 (f) 7-4 

  
(g) 7-5 (h) 7-5 

  
(i) 7-6 (j) 7-6 

Figura 35. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condições de iluminação de 8-2 a 8-6 

tanto antes (a, c, e, g, i)  como após (b, d, f, h, j) a realização do pré-processamento com a equação Boltzmann. 
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(a) 8-2 (b) 8-2 

  
(c) 8-3 (d) 8-3 

  
(e) 8-4 (f) 8-4 

  
(g) 8-5 (h) 8-5 

  
(i) 8-6 (j) 8-6 

Figura 36. Imagens digitais da amostra de pele normal adquiridas com as condições de iluminação de 8-2 a 8-6 

tanto antes (a, c, e, g, i)  como após (b, d, f, h, j) a realização do pré-processamento com a equação Boltzmann. 
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Figura 37. Quantificação das fibras de colágeno realizadas com (a) CFC_Image v.2 e (b) Image-Pro Plus após o 

pre-processamento com a equação de Boltzmann nas imagens digitais adquiridas da amostra de pelo normal com 

variação nas condições de iluminação. 

 

 

Tabela 6. Médias dos valores encontrados para as fibras de colágeno dos tipos I e III após o ajuste com a 

equação de Boltzmann.  

Posicionamentos 
CFC_Image v.2.0 Image-Pro Plus 

Tipo I (%) Tipo III (%) Tipo I (%) Tipo III (%) 

5-2 ao 5-6 93,22 6,84 92,57 7,43 

6-2 ao 6-6 88,57 11,42 93,62 6,38 

7-2 ao 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 equação 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, não foi possível quantificar nestas imagens, 
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com nenhum dos softwares usados, as fibras de colágeno do tipo III antes de aplicar o pré-

processamento.  

Após o pré-processamento realizado com a equação 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 colágeno dos tipo I e III, respectivamente. Com o 

software Image-Pro Plus foram quantificados 89,84% e 10,16% de colágeno dos tipos I e III, 

respectivamente. Antes do pré-processamento, tinham sido obtidos com o CFC_Image para a 

mesma imagem apenas 2,77% e 0% de fibras de colágeno dos tipos I e III, respectivamente, 

enquanto que com o Image-Pro Plus somente 0,74% para fibras do tipo I e 0% para o tipo III.  
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6 CONCLUSÃO 
  

A investigação realizada neste trabalho mostrou que imagens digitais de amostras de 

pele adquiridas de lâminas histológicas com um microscópio óptico com luz polarizada e 

variações nas condições de iluminação realmente dificultam a identificação e a quantificação 

das fibras de colágeno dos tipos I e III realizadas com o auxílio dos softwares Image-Pro Plus 

e CFC_Image.  

As variações na quantificação das fibras de colágeno dos tipos I e III e na proporção 

entre elas podem de fato ser atribuídas à falta de controle de qualidade durante aquisição das 

imagens digitais e/ou durante o preparo das lâminas histológicas. Porém, ao comparar a 

eficiência de ambos os softwares em identificar e quantificar as fibras de colágeno, se 

observou que o Image-Pro Plus é mais sensível às variações de iluminação devido a 

subjetividade do usuário que determina os parâmetros 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 colágeno dos tipos I e III em função da 

tonalidade dos pixels da imagem é necessário, além de maior controle de qualidade 

preparação das lâminas histológicas, realizar também um pré-processamento das imagens. 

Devem ser utilizados algoritmos que minimizem o efeito das variações de iluminação 

ocorridas durante a aquisição dos conjuntos de imagens a serem processados.   

Os algoritmos elaborados e codificados para essa finalidade se mostraram válidos 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 análise de um conjunto de imagens, limitando a 

interação do usuário e, consequentemente, a subjetividade inerente ao processo manual ou 

semi-automático.  

A utilização do modelo HSV para a determinação dos limiares de classificação 

também proporcionou maior identificação e quantificação das fibras de colágeno dos tipos III 

no CFG_Image v.2. Embora esta fibra geralmente seja encontrada em menor quantidade, 

quantificar sua presença é importante para a monitoração do desenvolvimento, por exemplo, 

do processo cicatricial de feridas, pois estas fibras estão presentes na primeira fase da 

reparação tecidual, a fase inflamatória.   
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A análise da qualidade das imagens obtidas em relação aos valores mensurados da 

saída de luz, permitiu determinar as condições de iluminação mais adequadas para a aquisição 

das imagens digitais das lâminas histológicas mais apropriadas para o processamento 

automático usando o software CFC_Image v.2.0. Tais dados podem ser também utilizados 

como referencia para determinar as condições de iluminação em equipamento similar.  
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