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resumo

Analise de imagens A anélise morfométrica de imagens € utilizada em patologia para se obter dados precisos de componentes
celulares e teciduais, por meio da mensuragdo e contagem, que sdo importantes para o diagndstico e
prognéstico de varios tumores. Essa técnica, mesmo sendo ferramenta (til e de baixo custo, mantém-se
Morfometria nuclear restrita a poucos centros de diagndstico ou pesquisa. O objetivo deste trabalho é apresentar e descrever
o método de morfometria nuclear com a utilizacdo complementar de softwares de edicao de imagens,
fazendo a andlise detalhada das etapas criticas do processo. A correcdo de problemas encontrados
durante a captura das imagens, como temperatura e matiz da cor erroneamente ajustados, e de
imagens com iluminagdo desigual provenientes de microscopio mal regulado, é fundamental para a
correta analise. Assim, utilizando o recurso mascara de cor disponivel em vérios softwares de editoracao
de imagens, é possivel selecionar e separar objetos de cores semelhantes, resultando numa imagem
final que apresenta somente os objetos de interesse para analise. A morfometria é realizada por meio
de softwares especificos como o ImageTool (versdo 3.0), que possibilitam a mensuracdo automatica
de um ou mais parametros, com precisdo e em curto intervalo de tempo. A interface do ImageTool
permite ainda trabalhar simultaneamente com a imagem original e aimagem processada em que se fez
a selecdo das cores semelhantes. Dessa forma, pode-se confrontar o objeto que esta sendo selecionado
com o mesmo objeto na sua imagem original, garantindo assim correta selecdo. Esse sistema possibilita
conferéncia interobservador de 100% dos objetos, o que permite desprezar aqueles que posteriormente
constatou-se que nao deveriam ter sido selecionados e mensurados.

Morfometria

abstract IIPSTY"N

The morphometric analysis of images, which comprises measuring and counting, is used in pathology to obtain | Image analysis
accurate data of cellular and tissue components that are important for diagnosis and prognosis of several
tumors. Although it is a useful and low-cost tool, it is restricted to a few diagnosis and research centers. The
objective of this study is to present and describe the method of nuclear morphometry with supplementary | yyciear morphometry
use of image-editing softwares, making detailed analysis of the critical stages of the process. The correction
of problems found during the capture of the image, such as erroneously adjusted color temperature and color
shade and unevenly illuminated images from an improperly adjusted microscope, is fundamental for the
accurate analysis. Through the color mask resource present in countless image-editing softwares, it is possible
to select and to separate objects of similar colors, resulting in a final image that shows only the objects of
interest for analysis. Morphometry is accomplished through a specific software, such as ImageTool (version
3.00), that permits the accurate automatic measuring of one or more parameters in a short interval of time.
The interface of ImageTool allows one to work simultaneously with the original and the processed images, in
which the similar colors were selected. Therefore, it is possible to confront the selected object with the same
object in its original image, what ensures its exact selection. This system allows interobserver comparison of
100% of the objects, enabling the rejection of those that should not have been selected and measured.

Morphometry
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Introducao

A andlise de imagem ¢é utilizada em patologia para se
obter dados precisos, mediante mensuracdo e contagem.
As mensuragdes de imagens microscépicas sdo tdo antigas
quanto o préprio microscopio. Antonie van Leeuwenhoek,
no século XVII, desenvolveu um método para mensurar
objetos microscépicos, tendo como referéncia gréos de
areia e fios de cabelos de diferentes tamanhos®. Em 1674,
utilizando essa metodologia, ele descobriu que o eritrécito
humano era 25 mil vezes menor do que um gréao de areia
pequeno, correspondendo a 8,5 pm?.

Informagdes importantes com implicacdes diagnésticas
e prognbsticas podem ser obtidas por meio da avaliacdo
morfométrica de células e componentes teciduais.

A morfometria nuclear estuda alguns parametros do
nlcleo como tamanho, forma e padréo cromatinico. Essas
caracteristicas nas células malignas séo conhecidamente
diferentes daquelas observadas nas ndo-malignas. Com
base nessas diferencas, varios autores propuseram que
a morfometria nuclear seja utilizada para aprimorar os
pardmetros diagnésticos e fornecer fatores prognésticos
confiaveis® 7 81121, 29),

Tem sido descrita significativas alteragdes de parametros
morfométricos nucleares em células localizadas na periferia
de neoplasias malignas('® 9. Essas observac¢Oes sugerem a
hipétese de que essas alteracdes morfolégicas ocorram nas
células antes da manifestacéo clinica do tumor. Portanto a
morfometria nuclear poderia auxiliar como biomarcador
para avaliar essas alteracdes displésicas e o seu potencial
carcinogénico® # 24 26,

Em 1982, Diamond et al.®) utilizaram pela primeira vez
a medicdo do tamanho nuclear como fator prognéstico em
adenocarcinomas de préstata. Outros autores realizaram o
mesmo experimento em outros 6rgéos, e confirmaram que as
metéstases sdo mais freqiientemente observadas em neopla-
sias cujos nucleos sdo grandes. Em contraste, neoplasia com
nlcleos pequenos apresentam melhor progndstico® 1527,

Apel et al.® estudaram morfometricamente os nicleos
de 16 casos de osteossarcoma (OS) central de alto grau, que
foram divididos em dois grupos (respondedores e ndo-res-
pondedores) com base no grau de necrose a quimioterapia
pré-operatéria. As células do OS nos 10 casos respondedores
apresentaram marcado pleomorfismo nuclear e aumento de
tamanho, tanto celular como nuclear, e esses eram ainda
hipercrométicos, Gnicos ou mdltiplos.

O valor médio da area desses nicleos foi 66 + 41 uym2,
As células tumorais nao-respondedoras apresentaram pouco

pleomorfismo nuclear, com nicleos arredondados, ovéides ou
fusiformes, e valor médio da area nuclear de 38 + 18 um2. Assim,
concluiu que o tamanho do niicleo foi capaz de diferenciar
os casos de osteossarcomas respondedores dos nao-respon-
dedores a quimioterapia pré-operatéria®.

Ishida et al.'® estudaram a correlacéo entre o grau histo-
l6gico de 24 casos de tumores cartilaginosos e sua morfome-
tria nuclear. A média da érea nuclear nas lesdes condréides
benignas (sete casos) foi 15,71 + 1,98 um?, enquanto nos
condrossarcomas bem-diferenciados foi 23,01 + 2,3 um?,
sendo a média para os condrossarcomas de alto grau de
28,59 + 6,78 pm?2. Eles também demonstraram que houve
diferenca significativa no que se refere ao tamanho da area
nuclear de lesdes cartilaginosas benignas e malignas.

Nativ et al.??, em 1995, avaliando carcinomas renais
nao-metastaticos, observaram que a forma nuclear era,
isoladamente, o fator mais importante para predizer a re-
corréncia da neoplasia; no entanto os tumores compostos
por nlcleos mais elipticos apresentavam pior prognéstico.
Outros estudos demonstraram que os carcinomas de células
renais com ndcleos grandes (> 35 p?) tém tempo médio de
sobrevida significativamente menort% 13,

Breslow et al.®), em 1999, concluiram que a morfometria
nuclear ndo prediz o tempo de sobrevida livre de doenca
para pacientes com tumor de Wilms. Entretanto mencio-
na que a morfometria é técnica potencialmente (til para
fornecer informacdes objetivas, predizendo a resposta ao
tratamento de pacientes com cancer.

Em 2001, Milord et al.?% utilizaram a morfometria nu-
clear como parametro objetivo para diferenciar o carcinoma
in situ de bexiga de outras lesdes uroteliais planas. Eles
observaram que o tamanho do nticleo das células uroteliais
normais era aproximadamente duas vezes o do linfécito e
que nas lesdes planas de carcinoma in situ era cinco vezes
o tamanho do linfécito.

Parametros morfométricos também foram utilizados
no estudo de neoplasias dsseas e de partes moles, como
nos trabalhos de Oda et al.?®, em 1995, avaliando tumor
neuroectodérmico primitivo (PNET)/sarcomas de Ewing
6sseos, e de Kazanowska et al.’”, em 2004, que estudaram
rabdomiossarcomas humanos.

Kazanowska et al."”? concluiram que a morfometria nuclear
pode auxiliar na subclassificacdo desses tumores, e que para-
metros como coeficiente de arredondamento (CA) nuclear e
tendéncia do nlcleo a ser eliptico podem ser utilizados como
fatores prognésticos. Pacientes com CA < 0,6 e com mais de
10% de células fusiformes tiveram melhor prognéstico por
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apresentarem, na visdo dos autores, células mais bem diferen-
ciadas, tendendo a ser tumores menos agressivos. Ja aqueles
com nucleos pequenos e com mais de 10% das células com
ntcleos redondos tendiam a ter pior progndstico, talvez por
serem mais anaplasicos®”.

Ha mais de 30 anos se discute na literatura a utilizacdo
da anélise morfométrica quantitativa como ferramenta
atil e de baixo custo, entretanto o emprego dessa técnica
mantém-se restrito a poucos centros de diagndstico ou
de pesquisa. Uma das provaveis razdes é que a litera-
tura apresenta limitadas evidéncias de que essa técnica
possa realmente prover algoritmos estaveis, especificos,
seletivos e reprodutiveis, que possam ser utilizados no

diagnéstico, prognéstico e avaliagdo das neoplasias®
18, 25, 26)

Essa situacdo parece que se agravou ainda mais devi-
do ao aparecimento de softwares que fornecem grande
ndmero de informac¢des morfométricas derivadas da
mesma base de dados de imagem. E possivel questionar
a utilidade desses novos dados e se tais mensuracdes
representam achados adicionais ou sdo puramente des-
dobramentos de parametros preestabelecidos. Portanto,
a redugdo do nimero de parametros deve ser prioridade
para tornar a analise morfométrica uma técnica mais
viavel, acessivel e atrativa.

Este trabalho tem por objetivo apresentar e descrever
o método de morfometria nuclear com a utilizagdo com-
plementar de softwares de edicdo de imagens, fazendo
analise detalhada das etapas criticas do processo.

Analise morfométrica

Morfometria é descricdo quantitativa dos achados geo-
métricos de estruturas de qualquer dimensao® . Isso inclui
a planimetria, que é o processo de medicédo horizontal, ou
seja, € a medida das areas das superficies planas, e a este-
reometria que esta relacionada a medida dos sélidos'?. A
Tabela mostra diversos parametros que podem ser obtidos
por meio da planimetria.

O olho humano é sensivel a muitas variaveis, como lumi-
nosidade, diferencas de contraste e brilho, que poderéo re-
sultar em interpretacdes e conclusdes subjetivas e especificas
do analisador. Portanto, um dos objetivos da morfometria é
eliminar a subjetividade e permitir maior reprodutibilidade
interobservador. Dessa forma, varios autores recomendam
a anélise de pelo menos cinco campos microscépicos em
aumento de 400 vezes ou 1.000 vezes® 7202327 De rotina,
utilizamos a andlise de 10 campos de grande aumento e/ou
a avaliacdo de pelo menos 100 nicleos por caso.

Em nosso servico, a andlise morfométrica de imagens é
realizada de acordo com o seguinte protocolo, consideran-
do com detalhes as etapas criticas do processo:

Captura das imagens

A qualidade das imagens estudadas pode ser com-
prometida por diversos fatores, como a preparacdo das
amostras (fixacdo, espessura do corte, coloracdo etc.), o
equipamento utilizado (qualidade do microscépio, tipo e
resolucdo da camera digital etc.), bem como as condi¢des

LE:1 1M Principais parametros fornecidos pela analise morfométrica

Parametro Descricao

Area Medida por meio do nimero de pixels no poligono
Perimetro Comprimento do limite externo do poligono.

Coeficiente de arredondamento

Fornece um valor entre O e 1; quanto maior o valor, mais redondo é o objeto. Se

a relacao for igual a 1, o objeto é um circulo perfeito

Alongamento

Relagdo do comprimento do eixo principal com o comprimento do eixo

secundario. O resultado é um valor entre O e 1. Se o0 alongamento for 1, o objeto
é aproximadamente circular ou quadrado; contudo, se o resultado for < 1, o
objeto se torna mais alongado

Comprimento do eixo principal
Angulo do eixo principal

Comprimento da linha mais longa que pode ser desenhada pelo objeto
Angulo entre os eixos horizontal e principal, em graus

Comprimento do eixo secundario Comprimento da linha mais longa que pode ter o objeto perpendicular ao eixo

principal
Angulo de eixo secundério

Angulo entre o eixo horizontal e o eixo secundario, em graus.
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de captura da imagem (tipo e quantidade de iluminacéo,
cor, foco etc.)®?,

O sistema de captura de imagem que utilizamos corres-
ponde ao microscépio Olympus BX40, acoplado a cdmara
digital Sony CCD-IRIS, que esta conectada ao computador
Dell (Dimension 4400), com microprocessador Pentium 4
(2.0 GHz), 1 GB RAM e placa digitalizadora de imagens,
trabalhando em ambiente Windows (XP Professional).

Em geral, os principais problemas encontrados durante
a captura das imagens sd@o “temperatura” e matiz da cor
erroneamente ajustados e imagens com iluminag&o desigual
proveniente de microscépio mal regulado.

E bom relembrar que toda imagem capturada é resul-
tado da combinagao do objeto que esta sendo fotografado
com o seu fundo (Figura 1). Para melhorar a qualidade
da imagem é fundamental ter a luz do microscépio bem
alinhada, o que pode ser obtido utilizando o principio de
iluminacao de Koehler. Problemas com o fundo da imagem
capturada, como tender para determinada cor e/ou o fato
de a luz estar heterogeneamente distribuida, poderdo
dificultar a selecéo (automatica ou semi-automatica) pelos
softwares de anélise de imagens dos objetos de interesse.

Selecdo automatica dos pixels

O recurso “méscara de cor” disponivel em varios
softwares de editoracdo de imagens, como o Corel Photo
Paint 11, permite selecionar pixels de cor especificos e,
automaticamente, o software selecionara também pixels
semelhantes (Figura 2).

Pixel € o nome atribuido a picture element (elemento
de imagem) e corresponde a menor area retangular da
imagem. Cada pixel é formado por cores diferentes e, me-

Imagem pura
sem o fundo

Imagem Caplurada

Fundo da magem
capturada
Figura 1 - Imagem capturada = objeto que estd sendo fotografado + fundo. A cor-
regdio das irregularidades do fundo da imagem é fundamental para a correta andlise

morfométrica

T agres Abrighssl teibe b amre 8 Rnsorshs s ¥isars pars
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v b mearbonitrisy

Figura 2 - Método adotado para isolar os objetos de pixels semelhantes utilizando o
software Corel Photo Paint 11

Upchs Bmpar & Vincars,
i et o silbovis

diante a combinacéo dessas cores, € possivel representar
qualquer cor.

Quando se deseja separar somente os nicleos presen-
tes na imagem, deve-se, utilizando o recurso “mascara de
cor”, selecionar a tonalidade do pixel que mais predomina
no ndcleo e, automaticamente, o programa separara esses
pixels e também aqueles com tons semelhantes.

Em seguida, por meio da opcéo inversdo da mascara,
deve-se proteger os objetos desejados e, dessa forma, o
restante da imagem poderd ser apagado pela ferramenta
borracha, ficando apenas os objetos que serdo analisados
morfometricamente.

Com essa técnica conseguimos selecionar facilmente o
maior nimero de objetos, garantindo eficiéncia e precisao.
O resultado final desse processo podera ser salvo como
arquivo de imagens ou, pelo recurso copiar/colar, poderéa
ser transferido para o software de analise de imagens.

O sucesso para obter adequada individualizagdo das
cores esta relacionado a selecdo correta da cor com auxilio
do recurso “mascara de cor”. Assim, utilizamos o critério
de selecionar os tons mais fortes da cor, uma vez que o
programa automaticamente selecionara todas as tonalida-
des semelhantes.

A correcdo da iluminacéo é fundamental para a correta
analise morfométrica, pois imagens homogeneamente ilu-
minadas ndo apresentardo diferencas nas tonalidades das
cores, 0 que possibilitara que todos os objetos com tons de
cor semelhantes sejam selecionados pelo software.

Inicialmente, cerca de 80% a 90% dos pixels seme-
Ihantes sdo selecionados. Em seguida, por meio de ajuste
fino, que consiste em adicionar ou retirar cores utilizando
o recurso “méscara de cor”, obtém-se excelente separacéo
e individualizacdo dos objetos de interesse. O resultado
final poderd ser entdo utilizado nos softwares de analise
de imagens.
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Ha vérios programas disponiveis no mercado com o
recurso “mascara de cor”, como o GIMP (GNU Image
Manipulation Program) e o Adobe Photoshop.

Software de analise de imagem

O uso de técnicas de analise de imagens em anatomia
patoldgica é cada vez mais freqliente, e combina a utilizacao
de sistema de captura de imagens com softwares especificos.
Atualmente, ha varios softwares disponiveis no mercado,
alguns deles gratuitos, como o Image Tool (versdo 3.0)
para Windows fornecido pelo Health Science Center (HSC)
da Universidade do Texas (EUA)®@®.

Esses softwares possibilitam, em curto intervalo de tem-
po, a mensuracdo automatica de um ou mais parametros.
Os principais parametros analisados estdo representados
na Tabela. Outros parametros podem ser ainda analisados,
como o diametro de Feret (DF), densidade, niveis de cinza
presentes na imagem, entre outros.

O CA pode ser obtido pela formula:

CA=4mxarea

perimetro?

A anélise morfométrica e a selecdo dos objetos nos
softwares de andlise de imagens podem ser realizadas
de forma manual, semi-automatica ou automatica. Além
disso, a selecdo pode ser feita de forma combinada, em
que os objetos sdo manualmente selecionados como, por
exemplo, somente os nicleos integros, sem sobreposicéo,
e que ndo estdo em apoptose ou mitose, e 0 programa de
computador realiza automaticamente a mensuragao dos
objetos desejados (Figura 3).

O software Image Tool trabalha em escala de cinza e, por
essa razdo, apresenta a op¢do para converter aimagem co-
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Figura 3 - Interface do programa Image Tool verséo 3.0 para Windows. A: os objetos
selecionados sdo circundados e numerados em vermelho; B: os resultados numerados
obtidos a partir da selegdo anterior

lorida ou RGB em escala de cinza (color to gray). Entretanto,
apds essa conversdo, varias informacdes valiosas fornecidas
pela presenca das cores serdo perdidas, como, por exem-
plo, as inGmeras tonalidades que a coloracéo nuclear pode
assumir ndo serdo mais distinguidas. Conseqiientemente,
o software de anélise de imagens pode confundir o nicleo
com outras estruturas celulares. Portanto, a utilizacao de
softwares complementares, que permitem a selecdo precisa
dos pixels desejados, tende a diminuir essas perdas, confor-
me descrito anteriormente.

A interface do software Image Tool 3.0 permite abrir, ao
mesmo tempo, aimagem original e aimagem processada,
ou seja, aquela em que se fez a selecdo dos pixels seme-
Ihantes, deixando, por exemplo, os nicleos individualiza-
dos, o que possibilita confrontar o objeto que esta sendo
selecionado para mensuracdo com o mesmo objeto na
imagem original, garantindo assim uma correta e precisa
selecdo (Figura 4).

Os objetos selecionados sdo numerados e circundados
em vermelho. Cada nimero corresponde a um objeto
selecionado e também aos resultados obtidos pela sua
mensuracao (Figura 3). Isso possibilita conferéncia interob-
servador de 100% dos objetos mensurados, desprezando
assim alguns que posteriormente chegou-se a conclusao
de que nao deveriam ter sido selecionados e mensurados.

Utilizamos o modo interativo, em que os objetos sao sele-

cionados manualmente e o programa de computador realiza
automaticamente a mensuracao dos objetos desejados.

e B 84 S

s RN

by | Y
R TR I

e

Figura 4 - Interface do programa Image Tool versdo 3.0 para Windows. A: imagem
original; B: apds a selegdo dos pixels, os nicleos estéo individualizados. Cada niicleo
integro ¢é selecionado e a mensuragdo ¢é realizada naqueles que estdo circundados
em vermelhos

Conclusao e perspectivas

Informagdes importantes com implicagdes diagnosti-
cas e progndsticas podem ser obtidas pela anélise mor-
fométrica. A metodologia apresentada e descrita neste
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trabalho tem-se mostrado ferramenta (til e de baixo
custo, podendo ser realizada em coloracdo padrdo de
hematoxilina-eosina (HE).

Outra vantagem é a possibilidade de confrontar a
imagem original com a processada, na qual os objetos
de interesse foram individualizados, garantindo maior
acuréacia na selecdo dos objetos, uma vez que todos os
elementos indesejados na imagem foram excluidos. Além
disso, a conferéncia interobservador pode ser feita em
100% dos objetos mensurados, permitindo futura exclu-

sao daqueles que ndo deveriam ter sido selecionados e
mensurados.

A metodologia que estamos utilizando para analise
morfométrica, especialmente a nuclear, tem-se provado
factivel de ser empregada, podendo se constituir numa
ferramenta auxiliar para a obtencdo de determinados para-
metros que poderdo ajudar na subclassificacéo histologica
de alguns tumores e/ou ser fator progndstico em outros,
além de contribuir para a pesquisa nas mais diversas areas
de abrangéncia da anatomia patoldgica.
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