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Analise morfométrica do colageno dérmico a partir da
segmentacao por conglomerados (cl/usters) de cor

Morphometric analysis of dermal collagen by color clusters segmentation

Hélio Amante Miot ' Gabrielli Brianezi *

Resumo: Andlise morfométrica do coligeno dérmico pode fornecer subsidio quantitativo para a pesquisa
em dermatologia. Os autores demonstram uma técnica de analise de imagem digital que permite a identi-
ficagdo de estruturas microscopicas, a partir da segmentagao por conglomerados (clusters), de cor aplica-
da a estimativa da intensidade e densidade das fibras coligenas da derme.
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Abstract: Morphometric analysis of dermal collagen can provide quantitative support to dermatologic
research. The authors of this article disclose a technique of digital image analysis which allows the identi-
fication of microscopic structures by color cluster segmentation regarding the estimate intensity and den-
sity of dermal collagen fibers.
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A fotografia digital constitui uma matriz de pixels
cujas intensidades de cor, posicoes, arranjos e inter-
relacoes sao definidas e invariaveis para cada imagem,
o que favorece a anilise quantitativa e contagem de
estruturas. Essa técnica se denomina morfometria.'

Morfometria computacional de cortes histo-
logicos representa uma importante ferramenta na
pesquisa biomédica, integrando a objetividade das
medidas, alta reprodutibilidade, baixo custo, indepen-
déncia da subjetividade e parcialidade da leitura
humana, além da possibilidade de avaliacao quantitativa
das variveis, havendo vultosa literatura disponivel.”

A estimativa de espessura epidérmica, hiper-
queratose, paraqueratose, pigmento melinico,
profundidade de tumores, infiltrado inflamatério,
volume de glindulas, marcagées imuno-histo-
quimicas, heterogeneidade da cromatina, elastose
dérmica e alteracoes do coligeno sao algumas
aplicagoes diretas da morfometria em cortes
microscopicos de pele.””

Apesar da disponibilidade de sistemas
comerciais  especificos de morfometria, a
quantificacao de estruturas pode ser realizada, a partir
de simples microscépios de luz, acoplados a cimeras
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digitais e analisados por softwares gratuitos, entre
eles, o ImageJ, promovendo a possibilidade de
difusio da pesquisa quantitativa em dermatologia.®’

Apresentamos em exemplo, uma estratégia
para estimativa da densidade e da intensidade das
fibras coligenas na derme, que se revela importante
variavel em estudos de envelhecimento, sindromes
genéticas, fibromatoses e colagenoses, além da
comparag¢ao de terapéuticas.

Ha varios sistemas de cor para se operar em
morfometria, destacam-se o HSB, LAB, XYZ e RGB, o
mais comumente utilizado. Dessa forma, os pixels de
uma imagem podem ser interpretados como pontos
luminosos, com intensidades de cor que podem ser
decompostas em canais como: vermelho (R), verde
(G) e azul (B). Se cada pixel projetar sua composicio
de cor em um sistema ortogonal tridimensional
RxGxB, nesse espaco virtual, podem-se identificar
agrupamentos de pontos que se relacionam a
tonalidades de cores da imagem. A analise de cluster
¢ uma ferramenta computacional na qual se identifica
esses agrupamentos de pontos e os substitui pelos
seus valores medianos (centréides), criando uma
segmentacio da imagem por intensidade de cor.”
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No software ImageJ, pode-se utilizar o plugin,
chamado k-means clustering, o qual permite a
segmentacio por conglomerados representados
espacialmente por diferentes sistemas de cor.”®

Inicialmente, para uma avaliacao fidedigna, é
necessaria rigida padronizacao da area corporal a ser
estudada, técnica de obtengio do material e de
processamento da  peca  cirargica, cortes
microscopicos de mesma espessura, coloragio das
laminas com mesma solugiao, escolha das coloracoes
que melhor destaquem a estrutura de interesse (p.ex.
Tricromio de Masson), fotografias capturadas no
mesmo sistema microscoOpico e com mesmo aumento
optico, iluminacao, resolucao, ISO, abertura e
velocidade do obturador da camera;
preferencialmente, capturados pelo mesmo individuo
(cegado quanto aos grupos da anilise), no mesmo
momento, amostrados em numeros suficientes de

Sy o VB

imagens por limina e por paciente, em regides
padronizadas da pele (p. ex. derme papilar).

Apo6s esses cuidados, fotografias de cortes
histolégicos de pele, corados pelo tricromio de
Masson, devem ser preparadas para a analise, a partir
do aumento padronizado do contraste entre as
tonalidades e recorte da drea de interesse (Figuras 1A,
1B e 1C). A imagem resultante pode ser dividida em
cinco ou seis tonalidades diferentes de pixels, a partir
da segmentacao por clusters de cor (Figura 1D).

A anilise do histograma da nova imagem
permite avaliar a frequéncia e a intensidade de cada
grupo de cor (varia de 0 a 255), fornecendo a
densidade de coligeno e a estimativa da sua
intensidade de tom relativa a cor do fundo (Figura 2).

Alternativamente, a partir da binarizacio da

imagem, a segmentagao direta da derme pode ser
empregada na estimativa da densidade e da

Figura 1. A. Fotografia da derme superficial e papilar do t6rax anterior de adulto, corada pelo tricromio de Masson; aumento de 400x; B.
Aumento do contraste e determinag¢io da regido de interesse para a andlise; C. Recorte da imagem para a segmentacao (cinco grupos), evi-
denciando duas tonalidades de colageno (azul forte e fraco), células inflamatérias, hemacias, endotélio e fibroblastos (roxo e avermelha-
do), fibras eldsticas (vermelho pilido), além do fundo (branco); D. Imagem segmentada representada pelas cinco cores medianas (cen-
troides) de cada grupo
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FIGURA 2. A. Segmentacdo bindria
individual das fibras colidgenas finas

Nimero de pixels

intensidade do colageno dérmico, sem a
categorizacao dos diferentes grupos de cor, porém,
isso apresenta desvantagens pela nao individualizacao
do colageno das fibras elasticas, endotélio, hemacias,
fibroblastos e células inflamatérias; o que pode
promover uma superestimativa desses valores (Figura
2). O método de segmentacao por clusters de cor
permite o controle desse viés, e, inclusive, a estimativa
conjunta dessas outras estruturas.

A figura 3 demonstra a estimativa quantitativa
do colageno dérmico, em dois diferentes cortes de
pele, com densidades e intensidades visivelmente
diferentes de fibras, evidenciando o importante
subsidio morfométrico que a técnica oferece a
pesquisa dermatologica.

O método ainda se revela flexivel para o uso de
diferentes nameros de clusters selecionados, a fim de
se individualizar grupos diferentes de coloracoes. A
mesma técnica descrita pode ser empregada para
avaliar cortes de pele coloridos pela Hematoxilina e
Eosina, entretanto, a maior discriminacao colori-
métrica do tricromio de Masson para o colageno,
também favorece a segmentagio de diferentes fibras e
demais estruturas dérmicas.

Por identificar os agrupamentos de pixels que
representam estruturas independentes, a técnica de
analise por clusters é menos susceptivel a diferencas
de percepcio, inerentes a técnica de coloracio da
lamina e iluminacao da fotografia, efeitos que geram a
falsa impressao de alteracoes na intensidade de cor.

Sistemas morfométricos computacionais devem
ser empregados para andlises quantitativas em
pesquisas dermatolégicas, e preferencialmente

Intensidade de cor de cada estrutura

(28,8%); B. Fibras finas somadas as
densas e eldsticas (64,2%); C.
Segmentacio de todas as estruturas
dérmicas, incluindo nucleos
(71,2%); D. Histograma represen-
tando a intensidade de cor do cen-
troide de cada estrutura. Coligeno
denso é mais escuro (137) que o
fundo (227), resultando em uma
diferenca de 90 tons de cor

137 156 188 227 265

FIGURA 3. Areas de interesse para anilise pela segmentagio de con-
glomerados de cor (derme corada pelo trictomio de Masson;
aumento de 400x), quanto a densidade e intensidade do colageno;
A. Coliageno menos denso (62,8%) e menos intenso (76) em
relagdo ao fundo; B. Colageno mais denso (74,5%) e mais intenso
(80), em relagao ao fundo

validados a partir de técnicas qualitativas (avaliagao
visual estimada em cruzes), biomecanicas (testes de
rugosidade, textura, hidratagio, elasticidade),
bioquimicas (expressio de citocinas, proteinas,
degradacao enzimaitica) ou testes funcionais (melhora
da doenca, reducao dos sintomas).
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O estudo do colageno dérmico pode ainda ser
suplementado pela anilise das fragoes de colageno I e
III (imuno-histoquimica), além da avaliagio da
neocolagenogénese, a partir da coloracao de
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