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RESUMO

Diversos diagnosticos na &rea médica e veterinaria envolvem andlise histolégica ao
microscopio, realizada normamente mediante andlise subjetiva. Em geral, além da presenca e
area ocupada por certas estruturas, sao verificadas coloragdes. O presente trabalho objetiva
propor novo método para comparar [aminas histoldgicas, baseada na comparacdo estatistica das
caracteristicas dos pixels que compdem as imagens. Foram analisadas imagens digitalizadas de
l&minas de dois tecidos mediante utilizacdo de dois métodos de colheita: 0 padréo e o TruCut. A
hipétese considerada foi que, para 0 mesmo tecido, ndo haveria diferenca entre as caracteristicas
das laminas obtidas pel os dois métodos de colheita. As varidveis analisadas foram: tonalidade dos
pixels, assimetria da distribuicdo de frequéncia relativa de pixels por tonalidade e grau de
gustamento (R2) da frequéncia acumulada de pixels por tonalidade a regressbes linear e
exponencial. Com a metodologia adotada foi possivel verificar que os dois métodos de colheita
proporcionam imagens com mesmas caracteristicas.

PALAVRAS-CHAVE. Andlise de imagem. Biopsia. Imagens histologicas. Analise
estatistica. Area de classificagdo principal: PO na agricultura e meio ambiente.
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COMPARISON OF HISTOLOGICAL IMAGESUSING STATISTICAL
METHODSAND IMAGE PROCESSING.

ABSTRACT

Several diagnoses in the medical and veterinary involving histological analysis under
the microscope, usually performed by subjective analysis. In general, besides the presence and
the area occupied by some structures, are checked staining. This paper aims to propose a new
method for comparing histological sides, based on statistical comparison of the characteristics of
the pixels that make up the images. We analyzed digitized images of two layers of fabric by using
two sampling methods: the standard and Tru-Cut. The assumption made was that for the same
tissue, there was no difference between the characteristics of the layers obtained by the two
methods of harvesting. The variables analyzed were: hue of the pixels, an asymmetric
distribution of relative frequency of pixels per tone and degree of adjustment (R2) of the
accumulated frequency of pixels per tonality the linear and exponential regressions. The
methodology adopted was possible that the two harvesting methods produce images with similar
characteristics.

KEYWORDS. Image analysis. Biopsy. Histological images. Statistical analysis.

1. Introducao

Na rotina de obtencdo de diversos diagndsticos na medicina humana e veterinéria
recorre-se, como informacdo principal ou complementar o resultado de andlises de imagens. As
técnicas utilizadas incluem, desde a ultrassonografia (NORONHA NETO et a., 2009) até
andlises histoldgicas (VISCOMI et a., 2004).

Para que sgja realizada a analise histoldgica algumas fases sdo seguidas. colheita do
material, inclusdo em parafina, corte a0 micrétomo, fixagdo, coloracdo e observacdo ao
microscopio. Nesta Ultima fase, normalmente, é realizada a anélise visual, cuja maior limitacdo
reside no fato de que as analises sdo qualitativas, 0 que proporciona, via de regra, informagdes
subjetivas. Ainda, de acordo com Carvalho e Viera (2002), a visdo humana € incapaz de
distinguir a cor de objetos muito peguenos, assim como medir a proporcéo de uma cor em relacéo
aoutra, o que compromete a consisténciada anaise (CARVALHO; VIERA, 2002).

Quando a andlise histolégica € procedida individuamente, ndo é possivel tota
padronizacdo de critérios de classificagdo para o processamento de imagens. N&o obstante, outros
fatores podem induzir ao erro, podendo ser citados o tédio, 0 sono, 0 estresse e grande quantidade
de imagens analisadas durante ajornada de trabalho (SILVA, 2008).

De acordo com Miyasaki et al. (1987) e White et al. (1998) tém aumentado a utilizacdo
de estudos morfométricos microscOpicos para andlise de tonalidade de cores, podendo ser
avaliadas nimero, area, volume, didmetro e forma de células ou conjunto de células. Cada
imagem digital tem um mapa de cores, resultando na representacdo em uma matriz de pixels.
Cada pixel representa o valor do mapa de cores ou intensidades f(x,y) em cada ponto mostrado,
com isto, sdo feitas andlises dos pixels, podendo tanto ser com tonalidades ou com &reas, neste
trabalho foram utilizadas as tonalidades.

Atua mente a maioria dos métodos para andlise de comparacdo de imagens histol 6gicas
sS40 visuais, muitas vezes ndo obtendo precisdo por serem andlises subjetivas. O ideal para essa
comparacdo é uma andlise objetiva, e a automatizacdo do processo de comparagdo, para que hao
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sgja suscetivel a falhas humanas. Além disso, a maioria desses métodos automatizados ndo sdo
100% autométicos, sendo uma parte do processo realizado manual mente.

Uma das aplicacdes da andlise histolbgica € na identificacdo de afeccdes em ovérios de
égua. Um grande percentual de éguas de alto padréo zootécnico, muitas vezes sdo mantidas na
reproducdo sem chances de concepgdo, resultando em maiores custos. Prejuizos a reproducdo
equina podem ser causados por afeccBes ovarianas, dentre elas podemos citar: hematomas,
abscessos, torgdes de ovario, e disturbios neoplésicos (tumores de células germinativas, tumores
mesenquimatosos, tumores das células da granulosa— TCG, e tumores das células da teca). Estas
afeccOes podem causar ateragBes no comportamento e no ciclo estral das éguas, relacionados ao
metabolismo hormonal envolvido (ABREU,2010).

As amostras utilizadas neste trabalho sdo imagens obtidas por microscopia Optica de
ovarios de éguas, feitas por duas técnicas de colheita para bidpsia, Padréo e Tru-Cut. A técnica
Padrdo consiste em intervencdo cirdrgica, ou sgja, exposicdo do 6rgdo e colheita do material. O
segundo, trata-se um novo método proposto por Abreu (2010), utilizando-se de uma agulha
cirdrgica do tipo Tru-Cut. As amostras, ap0s preparacéo histolégica, sdo fotografadas, sendo as
imagens armazenadas. Para validar a utilizacdo deste novo método, ha necessidade de verificar se
as imagens de um mesmo tecido, obtidas pelos métodos padréo e Tru-Cut, apresentam as mesmas
caracteristicas.

Este trabalho tem como objetivos descrever nova metodologia para descri¢do de perfil
de imagens histol dgicas e comparar, estatisticamente, as imagens obtidas por microscopia éptica,
onde para essa comparacao foi utilizado amostras de bidpsias, realizadas em ovérios de éguas por
meio das técnicas padréo e Tru-Cut, visando verificar se ambas conduzem ap mesmo resultado
ou se apresentam resultados diferentes. A metodologia proposta pode ser aplicada a outros tipos
de amostra, uma vez que diversas areas de conhecimento utilizam imagens por microscopia.

2. Material e M étodos

O fluxograma da Figura 2.1 apresenta a sequéncia de realizacdes do trabalho, descrito
nos itens a seguir.

Coleta
Técnica Padrio
. . Tratamento Analise
— | Digitalizacio |—= — Fstatistica

Coleta
Técnica TraCut

Figura 2.1 — Fluxograma de sequéncia do trabalho

2.1. Colheita de Amostras

Foram utilizadas 20 éguas, com idades que variam de 05 a 15 anos, escolhidas
a eatoriamente do lote diario da linha de abate do frigorifico.

Depois de retirada das visceras da cavidade abdominal, no momento em que as mesmas
estdo na esteira de separacdo de partes, o aparelho reprodutor (vulva, vagina, cérvix, Utero,
ové&ios), foi encaminhado a érea reservada para manuseio. As pegas anatomicamente intactas
foram avaliadas para posterior coleta de material dos ovérios.

Os ovérios, numerados e fotografados, foram individualmente manipulados para a
introducdo de agulha de bidpsia (Gallini), tipo Tru-Cut (18 - 14Gx100mm), semi-automética, que
direcionada e posicionada no ovario escolhido, procede a coleta do material.
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A amostra para bidpsia foi retirada cuidadosamente e acondicionada em frascos
identificados, em solucéo de formol 10% tamponado. Da mesma forma, fragmentos dos mesmos
ovarios coletados pelo método Padrdo também foram acondicionados e identificados para
avaliagdo comparativa. Os fragmentos de bidpsia foram processados no laboratério de
histopatologia da Faculdade de Medicina Veterindria, da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF).

2.2. Imagem digital

Uma imagem é uma funcdo bidimensional f(x,y) de intensidade da luz (Gonzalez,
2000), onde x e y denotam as coordenadas espaciais de um ponto e o valor da funcdo f é
proporciona ao brilho (tons de cinza, caso a imagem seja monocromética) da imagem naguele
ponto. Uma imagem digital é uma funcdo f(x,y) discretizada tanto em coordenadas espaciais
guanto em brilho. Essa funcdo f(x,y) € um produto da iluminancia pela reflectancia em cada
ponto (X, Y).

As imagens utilizadas neste estudo foram obtidas utilizando um microscopio
OLYMPUS BX41, modelo U-MDOBS3, e uma camera fotogréfica digital NIKON COOLPIX
995, com Zoon F4.5 sendo 0 Zoon maximo de F5.1, acoplada ao microscépio.

Definindo parémetros e elegendo o que esta presente em todas as |aminas oriundas das
colheitas Tru-Cut e Padr&o, rotularam-se 0s planos teciduai s, apresentados nas Figuras 2.2 e 2.2.

1. Ceular (Distribuicdo sem polaridade, nicleo ovéide, ndo se modela);

o L BN N R S, LT
"""hu' [‘f.l.l‘t: ol :-‘:':L e \:E.:P v;_"ﬁ"ﬁ.-

(LAY SRR
tJ b { :\.1.!: -'!" g e,
AL 't\"i*-**ﬂfk' i
! b ] 1_'\-:'6-\ i Ao ...&\
LE""?- n". 7 . g \-; '.h L ':f'L;‘t ?l:".;"
A L ¥ R .
5(""_;‘! .."' '.P 1 ! e .\', - "‘::.\:' \::
S AN LA N :‘-&;1& F \-5}"

Padréo Tru-Cut

Figura 2.2 — Amostras do plano tecidua celular para as técnicas Padrao e Tru-Cut

2. Colagenizado (Distribuicdo em feixe modelado, nucleo fusiforme).
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Figura 2.3 — Amostras do plano tecidua colagenizado para as técnicas Padréo e Tru-Cut

2.3. Tratamento da Imagem

Para o tratamento da imagem foi utilizado o aplicativo Pixel Analyser 6.6 (Figura 2.4),
sendo este desenvolvido em linguagem C**. O aplicativo determinou a tonalidade de cada pixel
daimagem escolhida.
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Figura 2.4 — Telade trabalho do aplicativo Pixel analyser

O protocolo de funcionamento do Pixel Analyser, para esta fase, consistia em marcar a
opcao “Salvar imagem em arquivo de texto”, especificar o caminho do arquivo de entrada e de
saida e executar 0 aplicativo. O resultado gerou um arquivo de texto (extensdo .txt) em que cada
linha correspondeu a tonalidade de cada pixel, com os valores das tonalidades.

Umaimagem digital é o resultado dos processos de quantizagdo e amostragem do mapa
de cores, resultando na representacdo em pixels. Cada pixel representa o valor do mapa de cores
ou intensidades f(x,y) em cada ponto mostrado. Para imagens monocrométicas, cada pixel é
representado por apenas um valor discreto, enquanto que em imagens coloridas cada pixel é
representado por trés valores, um para cada cor que o compde (vermelha, verde ou azul)
(JAIN,1986).

A estrutura de dados que representa os pixels das imagens é a matriz. Essa estrutura
armazena val ores homogéneos indexados através de dois indices. um para alinha, e outro para a
coluna. A distribuico dos pixels na matriz daimagem ocorre de acordo com a sua localizagdo no
mapa de cores original (JAIN,1986).

Seja P a matriz que representa os pixels de uma imagem. Enquanto que em uma
imagem monocromética, cada posi¢cdo da matriz P[1,J] guarda um pixel representado por apenas
um ndmero, em uma imagem colorida cada par de indices inteiros (I,J) € associado com trés
nimeros. NO processamento de imagens, muitas vezes € necessario distinguir que valores
representam um mesmo componente de cor, ou seja, a cor vermelha, a verde ou a azul. Cada
conjunto de nimeros representando os valores de um mesmo componente de cor é chamado de
canal. Assim, as imagens coloridas possuem trés canais, enquanto as monocrométicas possuem
apenas um. Por sua vez, cada canal de cor isoladamente pode ser representado por uma matriz,
armazenando apenas os valores daguele canal. Os valores de um pixel em cada canal €, em geral
representado com uma resolucdo de 8 bits, podendo variar entre os niveis 0 e 255(JA1N,1986).
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2.4. Andlise Estatistica

A andlise Edtatistica foi feita através do aplicativo SAEG 9.1, onde a partir do arquivo
de saida do Pixel Analyser, foi feita a andlise de frequiéncia simples para gerar um novo arquivo
contendo as seguintes frequéncias por tonalidade: totais, relativas percentuais e relativas
percentuais acumuladas. Além das frequéncias, foram obtidos parametros da estatistica descritiva
(média, erro-padrdo, coeficiente de variaco, assimetria e intervalo de confianca) das tonalidades
dos pixels.

Foram, também, obtidos gréficos de dispersdo da distribuicdo de frequiéncia dos pixels
em funcéo da tonalidade, sendo usadas as frequéncias relativas e acumuladas. N&o foi observada
gualquer tendéncia estatistica de regressdo (linear, quadratica, clbica, etc.) com a freqiiéncia
relativa. Utilizando-se a freqiiéncia acumulada, foram observados dois model os de regressdo que
mais se gjustaram as curvas: linear e exponencial. A aderéncia destas regressdes aos dois planos
teciduais e aos dois métodos foi testada através do coeficiente de determinacéo.

3. Resultados e Discussao

A média de tonalidade pixel de cada plano tecidual para cada técnica de bidpsia é
apresentado na Figura 3.1. Pode-se observar que o plano tecidual celular difere do colagenizado,
mas, comparando os métodos de cada plano tecidual separadamente, verificase que sdo
parecidos. Observa-se, ainda, que o plano tecidual celular apresenta mais tonalidades de pixels
escuros, entretanto o colagenizado apresenta mais tonalidades de pixel claros.

820
800
780
760
740
720

700 -

Tonalidade média dos pixels

680 -

660 -

640 -

620

‘ TRU-CUT PADRAO TRU-CUT
CELULAR COLAGENIZADA

Plano tecidual e método de coleta

Figura 3.1 — Média das tonalidades dos pixels para os dois planos teciduais.

Fez-se uma analise de assimetria para a comparagao entre as tecnicas de bidpsia e entre
os planos teciduais, como pode ser visto na Figura 3.2. Verificou-se que os planos teciduas sdo
diferentes, pois, no plano tecidua celular, o grau de assimetria € mais baixo que o observado no
plano tecidual colagenizado. Na comparacdo entre as técnicas de bidpsia, verificou-se que, em
cada plano tecidual, o grau de assimetria entre as técnicas séo parecidos (Figuras 3.3, 3.4, 35 e
3.6).
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PADRAO TRUCUT

CELULAR

PADRAO TRUCUT

COLAGENIZADA

Plano tecidual e método de coleta

Figura 3.2 — Histograma de grau de assimetria para os dois planos teciduais
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Figura 3.4 Gréafico de dispersdo simples da

frequéncia % do plano tecidual celular paraa

técnica Tru-Cut.
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Figura 3.6 Gréfico de dispersdo ssimples da

freguiéncia % do plano tecidual colagenizadaparaa frequéncia % do plano tecidua colagenizada paraa

técnica Padrdo.

técnica Tru-Cut.

Uma outra forma de comparacéo das técnicas de bidpsia foi a utilizagdo da regressdo
linear e exponencial, com base na frequéncia acumulada, como mostram as figuras 3.7, 3.8, 3.9 e
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3.10. As médias dos coeficientes de determinacdo das regressdes linear e exponencial para 0s
dois planos teciduais e para as duas técnicas sdo apresentadas nas Figuras 3.11 e 3.12.
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Figura 3.7 Gréafico de dispersdo simples da
freqUéncia % acumulada do plano tecidual celular
para a técnica Padrao.
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Figura 3.9 Gréfico de dispersao ssimples da
frequéncia % acumulada do plano tecidual
colagenizada para a técnica Padréo.
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Figura 3.8 Gréafico de dispersdo simples da
frequéncia % acumuladado plano tecidual celular
para atécnica Tru-Cut.
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Figura 3.10 Grafico de dispersdo simples da
frequéncia % acumulada do plano tecidual
colagenizada para atécnica Tru-Cut.
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Figura 3.11 — Histograma do coeficiente de determinacdo R2 da regressao linear para os dois
planosteciduais
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100,0

Coeficiente de determinagdo - modelo exponencial.

0,0

PADRAO TRUCUT PADRAO TRUCUT
CELULAR COLAGENIZADA
Plano tecidual e método de coleta

Figura 3.12 — Histograma do coeficiente de determinac@o R? da regressdo linear para os dois
planos teciduais.

Fazendo uma andlise das médias dos coeficientes de determinagdo, verifica-se que
o plano tecidual celutar tende a um comportamento linear, tanto na técnica Padrdo quanto
na Tru-Cut, como pode ser observado nas Figuras 3.13 e 3.14. Contudo no plano tecidual
colagenizado, ha uma tendéncia para 0 comportamento exponencial, como pode ser
observado nas Figuras 3.15 e 3.16.
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Figura 3.13 - Gréfico daregressdo linear e exponencial para o plano tecidual celular e técnica de
biopsia Padréo
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Figura 3.14 - Gréfico daregressdo linear e exponencial para o plano tecidual celular e técnicade
biépsia Tru-Cut
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Figura 3.15 - Gréfico daregressdo linear e exponencial para o plano tecidual colagenizada e técnicade
bidpsia Padréo
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Figura 3.16 - Gréfico daregressdo linear e exponencial para o plano tecidual colagenizada e técnicade
biépsia Tru-Cut

Fazendo uma comparacdo entre os planos teciduais celular e colagenizado, em
cada técnica de bidpsia, comprova-se por meio de regressdo que cada plano tecidual
difere um do outro. Comparando a técnica Padr&o, observa-se que o plano celular tem
tendéncialinear e o plano colagenizado tem uma tendéncia exponencial.
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Figura 3.17 — Gréficos de comparacdo entre os planos teciduais celular e colagenizado, em técnica de
bi épsia Padréo
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Figura 3.17 — Gréficos de comparacdo entre os planos teciduais celular e colagenizado, em técnica de
bidpsia Tru-Cut

4. Conclusao

A partir das andlises dos gréficos observa-se que as imagens do plano tecidual celular
apresentam tendéncia linear e as do plano colagenizado uma tendéncia exponencial independente
do método de colheita utilizado (Padrdo ou Tru-Cut). Podendo afirmar que embora em planos
teciduais diferentes o comportamento dos métodos Tru-Cut e paddo sejam divergentes, dentro de
um mesmo plano tecidual observa-se que sdo semelhantes, Logo, a bidpsia Tru-Cut, mostrou-se
eficaz em comparacdo com a a técnica de biopsia Padréo.
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O trabalho contribui no sentido de apresentar um novo procedimento, baseado em
andlise estatistica de distribuicdo de pixels de imagens, que pode auxiliar na identificacdo de
padrdo em avaliacbes histol bgicas.
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