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RESUMO - OsJeTtivo. Os autores apresentam a
metodologia de quantificacdo, através do proces-
samento de imagens, de estruturas teciduais mi-
croscopicas envolvidas no processo de reparacado
de anastomoses colocoélicas, feitas por meio de
sutura manual e por anel biofragmentavel. As
variaveis quantificadas neste trabalho foram li-
quido de edema, tecido fibromuscular, vasos e
nucleos celulares.

MaTERIAL E METODOS. Para esta analise, foi utili-
zado programa de processamento de imagens de-
senvolvido no Laboratério de Informatica De-
dicado a Odontologia (LID0) da Universidade de
Sao Paulo, com a finalidade de quantificar as alte-
racdes patognomoénicas do processo inflamatério
em anastomoses colocoélicas em 14 cées. Os resulta-
dos foram comparados, como contraprova, aos
obtidos através de leituras convencionais feitas

INTRODUCAO

O campo da computacéo gréafica tem sido pesqui-
sado por grande nimero de especialistas, dadas as
suas possibilidades reais de aplicacdo nas desco-
bertas cientificas. Envolve todo e qualquer tipo de
tratamento de imagens, desde simples graficos até
imagens complexas de projetos arquitetdnicos.

Filgueras et al.! apresentam a definicdo de com-
putacdo grafica como um conjunto de métodos e
técnicas para converséo de dados para dispositivos
graficos, através de computador, adotada pela
International Standard Organization (1so). E
também dos autores a classificacao da computacgéo
grafica que explica o tratamento da imagem como
sendo “a sintese, a analise e o processamento de
imagem”, que sera adotada nesta metodologia.

A aplicagéo do tratamento de imagens por com-
putador tem suas origens em trabalhos escassos
desde a década de 70. Com relacdo ao processa-
mento de imagens em microscopia dptica, Russ??®
pode ser considerado o catalisador da aplicacdo
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por dois patologistas. A gradacdo de alteracdes
ausentes, leves, moderadas e intensas foi utilizada
nesta leitura para que se semiquantificassem as
mesmas variaveis lidas pelo computador.

ResuLTapos. Houve diferenca significativa en-
tre as duas técnicas, com a de anel biofragmen-
tavel apresentando menor quantidade de edema,
fibras organizadas e prevaléncia de nucleos celu-
lares alongados em relagcdo aos esféricos, sinal
evidente de organizacédo tecidual.

ConcrusAo. Os resultados permitiram concluir
que a histometria por processamento de imagem
computacional mostrou-se eficiente na quantifi-
cacao das principais estruturas teciduais envol-
vidas no processo inflamatério e reparativo.

UNITERMOS: Processamento de imagens por computador.
Computacao grafica. Anastomose intestinal.

desses métodos, devido a sua iniciativa de editar
uma revista especializada, apresentando cinco
trabalhos de sua autoria logo no primeiro namero.

Assim como o trabalho de Russ, a apresentacéo
de modelos mateméticos com o intuito de “mode-
lar” imagens tem sido a proposta de varios auto-
res que trabalham nesse campo da computagéo
grafica e que a aplicam em diversas areas. Entre-
tanto, foi impossivel encontrar na literatura a
apresentacdo de um produto final aberto, ou seja,
gue permita um exame do software e de eventuais
modifica¢bes em funcdo das necessidades dos pes-
guisadores. As publicacdes que serviram de base
para o presente trabalho foram uma reviséo sobre
0 assunto, realizada por Barros & Araujo?* e uma
introducdo ao processamento digital de imagens,
apresentada por Mascarenhas et al.® Cabe dizer
gue a escassez de publica¢cbes néo reflete, contu-
do, as pesquisas feitas neste campo de conheci-
mento e, sim, a importancia do sigilo comercial,
pelo menos enquanto se caracterizarem como
tecnologia de ponta.
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Figs. 1 e 2 — Comparacéo dos cortes histoldgicos entre as técnicas com sutura manual e com anel biofragmentével

e as relagdes entre estruturas analisadas. Na imagem histologica superior de ambas as técnicas, observam-se o
aspecto usual do corte e, na inferior, a mesma imagem apds o destaque das estruturas através do processamento
com auxilio do computador.
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Figs. 3 e 4 - A mesma comparac¢ao das figs. 1 e 2, agora
observada em maior aumento, identificando-se qualita-
tivamente as estruturas entre as técnicas de anastomose
intestinal. As células mais espacadas e maturas séo
observadas na técnica do anel, com as fibras apresen-
tando orientacéo por polarizag¢do de esforgos (fig.3). Na
fig. 4, as células sdo arredondadas e em maior nuamero,
enquanto as fibras se apresentam imaturas e desor-
ganizadas.

Figs. 5 e 6 — Comparacgdo do fator de forma entre as
técnicas mostrando que, para um mesmo campo, 0 nume-
ro de estruturas nucleares é menor na técnica do anel e 0
fator de forma, maior, indicando que os nucleos sdo mais
arredondados na técnica de sutura. Em cor verde, estao
estruturas desprezadas, por estarem em contato com a
borda do campo visual.
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PROCESSAMENTO DE IMAGENS POR COMPUTADOR

O processamento de imagens microscopicas por
computador, especialmente com relagéo ao experi-
mento com anastomoses colocdlicas em cées, foi
aplicado no trabalho de Matos et al.® Nessa pes-
quisa, foi feito um estudo comparativo de duas
técnicas de anastomose, com sutura manual e com
anel biofragmentavel, através de uma metodo-
logia conveniente para a interpretacdo de dados
comparativos em que se quantificou o liquido de
edema presente nos cortes histoldgicos de cada
uma das técnicas. Essa caracteristica serviu de
base para que esse trabalho fosse tido como para-
metro para o presente estudo.

O objetivo deste trabalho é, pois, apresentar a
metodologia de processamento de imagens micros-
copicas em patologia experimental, quantificando
as diferentes estruturas relacionadas com os pro-
cessos inflamatérios envolvidos com a reparacao
de anastomoses colocélicas em cées.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados, neste estudo, cortes histold-
gicos obtidos de 28 anastomoses realizadas em 14
caes, com as biopsias feitas, em média, 33 dias apos
a cirurgia. Quatorze anastomoses foram feitas
pela técnica de sutura manual, seromuscular,
pontos separados, com fio monofilamentar Maxon
000, e quatorze pela técnica com anel biofragmen-
tavel — Valtrac. Todas operag¢des foram realizadas
por um mesmo cirurgido e equipe cirdrgica, no
Laboratério de Cirurgia Experimental do Hospital
do Servidor Publico Estadual de Sao Paulo.

Os cortes histolégicos obtidos das areas das
anastomoses foram corados em H-E e analisados
através do software DIRACOM3, desenvolvido no
Laboratdrio de Informatica Dedicado & Odontolo-
gia (LIDO) da Faculdade de Odontologia da Uni-
versidade de S&o Paulo.

Esse software, concebido em linguagem C por
intermédio do Turbo C (Borland), permite identi-
ficar, selecionar e subtrair estruturas de uma
imagem através do espectro de 32 x 1.000 tonali-
dades de cores. Define os padrdes morfolégicos
através da area e do perimetro para o calculo do
fator de forma, que é obtido da relagdo dessas duas
variaveis.

Para se ter esses valores de &rea, perimetro e
fator de forma, h4 a separacdo de estruturas de
imagem através da identificacdo e subtragdo de um
determinado ponto da tela, denominado “pixel”,
com o respectivo valor de cor no intervalo entre 0 e
32 tons. Para tal, seleciona-se, através de um qua-
drado de tamanho variavel, uma amostragem da
imagem. Todos os valores das cores dos “pixels” no
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interior do quadrado sdo guardados em uma tabela
de padrdes. Se o valor da cor do “pixel” se repetir n
vezes, apenas um valor sera armazenado no interi-
or do quadrado. Apds esse procedimento, 0 compu-
tador varre toda a imagem, comparando o valor da
cor de cada “pixel” com a tabela de padrfes. Se o
valor corresponder a algum outro presente na tabe-
la, este é subtraido da imagem, de tal forma que
permanecem somente as estruturas formadas pelos
“pixels” diferentes daqueles pertencentes ao pa-
drao selecionado. Outro padréo, ap6s cada varre-
dura, pode ser novamente determinado efetuando-
se 0 mesmo procedimento de posicionamento do
guadrado em outra area da imagem. Assim, define-
se 0 momento adequado da subtragéo.

Ao final, o computador informa a percentagem
das areas removidas em relagdo a imagem original.

Cada corte histolégico obtido das duas formas de
anastomose passou por esse software, com a digi-
talizacdo da imagem microscopica e a separacao,
pelo método descrito acima, das estruturas basicas
gue compdem os tecidos, identificadas como liqui-
dos intersticiais, cadeias protéicas organizadas
em fibras colagenas e musculares, vasos e estrutu-
ras nucleares de células. As estruturas celulares
foram identificadas através da morfologia nuclear
e os linfoécitos mononucleares foram agrupados
para serem utilizados como indicadores represen-
tativos da atividade proliferativa.

Estabelecidas as tabelas de padrdes dessas es-
truturas, conforme o descrito anteriormente, pas-
sou-se a quantificid-las em aumentos de 100 e 400
vezes, para precisar os aspectos quantitativos e
gualitativos e suas respectivas relacdes percen-
tuais. Deve-se enfatizar que todas as estruturas
observadas nas imagens puderam ser quantifi-
cadas, sendo expressas em valores percentuais.

Esses resultados foram comparados com os obti-
dos pelos métodos classicos de semiquantificacao
subjetiva feita por dois patologistas que, indepen-
dentemente, examinaram os mesmos cortes histo-
logicos e classificaram as estruturas observadas
por intermédio de uma gradacédo de valores corres-
pondentes as alteracfes ausentes, leves, modera-
das e intensas.

RESULTADOS

As figs. 1 e 2 mostram, por meio da comparacéo
entre a anastomose feita com sutura manual e a
feita com anel biofragmentavel e entre os seus
respectivos cortes, diferenca significativa entre as
duas técnicas: a técnica com anel apresentava
menor quantidade de edema, fibras organizadas e
prevaléncia de nucleos celulares alongados em
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relacdo aos esféricos, sinal evidente de organiza-
cdo tecidual.

As figs. 3 e 4 mostram a mesma diferenca relati-
va entre as estruturas que compdem a imagem,
levando-se em considerag&o, nesse caso, 0S aspec-
tos morfoldgicos.

As figs. 5 e 6 comparam as relacbes de area e de
perimetro dos nucleos, corados em azul, das célu-
las envolvidas no processo de reparacao. O fator de
forma médio das estruturas completa a analise
morfométrica, estabelecendo uma nitida diferenca
entre as formas nucleares envolvidas.

A tabela ao lado é a representacao gréafica com-
parativa dessa variavel (fator de forma), traduzin-
do em percentagens as estruturas presentes em
cada técnica analisada. Nessa tabela, os valores
obtidos das médias das areas expressam as varia-
¢cbes entre estruturas lato sensu e “ndo-estrutu-
ras” (qualquer estrutura néo referenciada pelos
padrdes de analise histométrica convencionais que
foram subtraidas no processamento de imagem).
Cabe lembrar que a analise dessa variavel é sufi-
ciente para demonstrar a variagdo entre as técni-
cas, conforme mostra a tabela. O valor percentual
na técnica com anel é muito préximo do tecido
normal, ao passo que, na técnica de sutura, é
praticamente o dobro.

DISCUSSAO

O procedimento inicial no tratamento da ima-
gem, como j& foi dito, é a sua selecdo, por amostra-
gem, em um pequeno retangulo e a subtracado das
estruturas de interesse por intermédio dos espec-
tros R (red), G (green) e B (blue).

Atingindo o nivel satisfatério de escolha, a sub-
tragdo dessas estruturas é estendida para todo o
campo. Assim, se a estrutura selecionada for, por
exemplo, o nucleo das células, estes serdo sub-
traidos, deixando em seu lugar um fundo preto.

Esse € um momento critico do sistema, uma vez
que a subtracdo de estruturas é feita por critérios
subjetivos; no caso da subtracdo dos nucleos das
células, se o limite desses nucleos for impreciso,
introduzem-se pequenos erros na leitura final,
tanto da area como do perimetro. Para contornar
esta dificuldade, deve-se buscar o equilibrio entre
0 quanto aumentou a resolucdo da objetiva do
microscopio e o numero de estruturas a serem
contadas, que necessariamente seguem uma rela-
¢do inversa; quanto maior for o aumento, menor o
numero de estruturas a serem contadas, mas, em
contrapartida, o seu contorno sera melhor defi-
nido. Entretanto, quanto maior o numero de estru-
turas, maior é a tendéncia a se apresentarem
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Tabela — Valores obtidos da andlise histolégica do trato
intestinal de 14 cdes submetidos a duas técnicas de
anastomose colocdlica (anel biofragmentavel e sutura
manual), comparando-se com o tecido normal e distante da
anastomose no mesmo animal

Estruturas Sutura Anel Tecido
manual biofragmentavel  normal

Nucleos 23% 11% 14%
Liquidointersticial
(edema) 57% 44% 12%
Fibras colagenas
e musculares 20% 45% 74%
Total 100% 100% 100%
Variagdo médias das
areas “ndo-estruturas”  8,96% 4,45% 4,09%

puntiformes, consequentemente, menor definicdo
de seus contornos.

As pequenas variacdes de leitura, na verdade,
poderdo néo constituir propriamente um erro,
principalmente se o nUmero de regides amostradas
(subtraidas) for superior a 160. Esse fato é ainda
atenuado por serem leituras que s6 tém significado
quando comparadas. Como o sistema de censorea-
mento é o mesmo, eventuais erros de amostragem
se anulam por equiparacéao.

Uma caracteristica muito importante desse
software é a possibilidade de quantificar também
estruturas nédo selecionadas. Em um campo mi-
croscépico, se subtrairmos os nucleos e 0s espacos
intersticiais, ficaremos apenas com o citoplasma
dessas células, passiveis de serem quantificados e
relacionados com as estruturas subtraidas, que
também sdo quantificaveis. O resultado apresen-
tado em percentagem é semelhante ao processo de
quantificacdo relativa de estruturas por centrifu-
gacgdo que, nesse caso, é a quantificacao eletrénica
da energia croméatica. Essa possibilidade de quan-
tificacdo de estruturas, em termos de sua relativi-
dade com a estrutura imediatamente vizinha,
pode ser a primeira evidéncia para a aplicacao
pratica das singularidades de Witney (%) na deter-
minacao dos contornos suaves de estruturas biol6-
gicas teciduais.

Quantificar essas unidades relativamente aos
seus universos é o ponto relevante deste trabalho.
Os demais céalculos e fundamentos disponiveis
nesse programa sao conseqténcia desta visdo mé-
trica das estruturas estudadas, em que o deno-
minador comum ¢é a analise de pontos vizinhos e
dos vizinhos dos vizinhos. Assim, se um ponto €
azul e seus vizinhos sdo azuis, estamos no univer-
so nucleo. O mesmo raciocinio vale para o rosa,
portanto, universo citoplasma. Entretanto, se o
vizinho do ponto verde for o rosa, estamos na
transicdo da forma.
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Com relagdo a essa transi¢do da forma, quanto
maior for o nimero de tons de azul, verde ou
vermelho e suas combinac¢fes, maiores serdo as
probabilidades de separar estruturas dentro dos
seus limites. Neste sentido, o software DIRACOM3
estd limitado a 32 tons de vermelho, 32 de azul e 32
de verde, em um total de 32 x 1.000 tons.

Essa metodologia de processamento de imagens
microscépicas por computador foi aplicada, ini-
cialmente, na quantificacdo de edema nas anasto-
moses colocélicas em cédes®, em decorréncia da
certeza dos parametros clinicos identificados e
comprovados apds a segunda laparotomia. A ana-
lise macroscopica dos achados da segunda cirurgia
mostrou nivel de reparacao satisfatério em ambas
técnicas. Entretanto, na anélise microscépica, ob-
servam-se indicios de liquido de edema intersticial
em maior quantidade nas anastomoses com sutura
manual. Baseando-se nesses achados, passou-se
ao estudo das demais variaveis teciduais envolvi-
das no processo de reparacdo, relatadas neste
trabalho.

Com os recursos da computacdo grafica, pude-
mos identificar e separar estruturas que até entdo
eram dificeis de serem quantificadas em prepara-
dos histoldgicos, como liquido de edema, fibras
musculares, fibras colagenas hialinizadas ou néo e
substancias amorfas. J& as estruturas bem defi-
nidas, como nucleos celulares e vasos sanguineos,
eram passiveis de mensuracgao pelas técnicas his-
tomeétricas classicas. Com o processamento de ima-
gem, todas essas variaveis histoldgicas puderam
ser quantificadas, medidas e classificadas em pa-
drdes, conforme foram apresentas na tabela.

Como contraprova do método, executou-se a
analise das mesmas variaveis pelos métodos clas-
sicos de avaliacdo subjetiva, usando a classificacdo
de alteracBes ausentes, leves, moderadas e inten-
sas. Constatamos que os valores obtidos pelos
métodos classicos de quantificacdo eram préximos
aos concluidos pela anéalise computacional, mos-
trando diferengas estatisticas significantes entre
as duas técnicas de anastomoses.

Os métodos de analise qualitativa e quanti-
tativa em histopatologia por computador tém-se
mostrado eficientes e rapidos na analise de varia-
veis conhecidas e bem definidas. Entretanto, a
quantificacdo de estruturas de contorno e textura
imprecisos de variaveis histopatoldgicas foi o
grande desafio deste trabalho, dando origem a um
novo enfoque na interpretagdo dos achados mi-
croscopicos, classificando-se em padrbes bem defi-
nidos e ilimitados.

Um outro aspecto do processamento de imagem
por computador refere-se a possibilidade de se
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analisar todos os parametros mencionados — area,
perimetro e fator de forma — a partir das posicdes
ortogonais dos pontos na tela do computador (li-
nhas e colunas), criando combinac¢fes que per-
mitam discriminar valores conspicuos de interesse
ndo s6 para a histometria, mas, sobretudo, para
dar subsidios a inteligéncia artificial.

CONCLUSOES

O método de analise de variaveis histométricas
por processamento de imagens computacional
mostrou-se eficiente e poderoso na quantificacdo
das principais varidveis teciduais envolvidas em
processos inflamatérios e reparativos.

Foram passiveis de quantificacdo variaveis até
entdo nado processaveis e definidas como o con-
torno limite deixado pela subtracado das estruturas
convencionais, tais como células, ndcleos e vasos.
Permite-se, dessa forma, quantificar em micros-
copia éptica areas ocupadas por liquido de edema,
fibras coldgenas e musculares, bem como substan-
cias intersticiais amorfas.

SUMMARY

Computer-assisted image processing for quanti-
fying histopathologic variables in the healing of
colonic anastomosis in dogs

Backerounp. The authors present the experi-
mental results of the computerized quantifying of
tissular structures involved in the reparative pro-
cess of colonic anastomosis performed by manual
suture and biofragmentable ring. The quantified
variables in this study were: oedema fluid, myo-
fiber tissue, blood vessel and celular nuclei.

MaTERIAL AND METHODS. An image processing
software developed at Laboratério de Informética
Dedicado a Odontologia (LIDO) was utilized to
guantifying the pathognomonic alterations in the
inflammatory process in colonic anastomosis per-
formed in 14 dogs. The results were compared to
those obtained through traditional way diagnosis
by two pathologists in view of counterproof
measures. The criteria for these diagnoses were
defined in levels represented by absent, light,
moderate and intensive which were compared to
analysis performed by the computer.

ResuLTs. There was significant statistical dif-
ference between two techniques: the biofragmen-
table ring technique exhibited low oedema fluid,
organized myofiber tissue and higher number of
alongated celular nuclei in relation to manual
suture technique.
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Concrusion. The analysis of histometric vari-
ables through computational image processing was
considered efficient and powerful to quantify the
main tissular inflammatory and reparative chan-
ging. [Rev Ass Med Brasil 1997; 43(4): 277-82.]

Key WoRDs: Computer-assisted image processing. Com-
puter graphics. Intestinal anastomosis.
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