Bones - Ocupagio Cientifica de Jovens nas Férias, Universidade de Evora, Julho 2012

Analise morfométrica de imagens histologicas de
0sso compacto humano

Susana Ventura', Ana Carolina Delgado?, Fernando Capela e Silva®, Luis Rato

3

"Escola Secundéria de Valongo
Email: si.ventural @gmail.com
*Colégio de S. Miguel, Fatima
Email: delgado.anacarolina@gmail.com
*Universidade de Evora

Email: fes@uevora.pt; Imr@uevora.pt

Sumdrio — Neste trabalho faz-se a aplicacio de técnicas de
processamento de imagem e classificacdo a extracdo de
caracteristicas e analise morfométrica de imagens
histologicas de osso compacto humano.
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I. INTRODUCAO

Este trabalho foi desenvolvido no ambito do projeto
dinamizado pela “Ciéncia Viva — Bones: o0ssos sob
investigagdo”, com o objetivo de estudar caracteristicas
de osso compacto humano através de um processamento
automatico de imagens histoldgicas para caracterizar
morfometricamente os canais de Havers.

As caracteristicas morfométricas dos osteonios tém
sido estudadas em animais e em humanos. Estas sdo um
indicador que tem sido correlacionado com o sexo, a
idade, o peso e a altura dos individuos [1, 2]. Assim, a
caracterizagdo dos ostednios, € em particular dos canais
de Havers, torna-se uma das analises relevantes no estudo
de imagens histologicas de osso compacto.

II. IMAGENS HISTOLOGICAS

As imagens utilizadas foram obtidas usando um
microscopio Otico equipado com uma cémara digital,
ambos de marca Leica, com ampliagdes de 100X, a partir
de laminas com fins didaticos, com preparagdes de osso
compacto humano desmineralizado (Ward’s/Turtox),
usando o programa Photoshop CS2.
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Figura 1. Imagem de ostednios, sendo visiveis os canais
de Havers (*) e as lacunas dos ostedcitos (setas). Original 100X

As imagens usadas neste trabalho sdo semelhantes a
que se pode observar na Figura 1, tendo sido usadas 8
imagens digitais.

III. PROCESSAMENTO DE IMAGEM

O programa de edi¢do de imagem utilizado foi o software
livre Imagel, versdo 1.45s, tendo sido utilizadas fungdes
como [3]:

*  Threshold — esta fungdo transforma a imagem
original numa imagem a preto e branco
comparando o brilho da imagem em cada pixel
(que pode variar entre 0 e 255) com um valor
parametrizavel;

*  Convert to mask — converte a imagem a preto e
branco com base no threshold,

*  Median Blur — reduz o ruido da imagem,
substituindo cada pixel com o valor intermédio
dos pixels vizinhos;

*  Fill Holes — preenche os espacos vazios dentro

de objetos;
*  Erode — remove pixels dos limites dos objetos a
preto;

*  Analyze Particles — conta e mede diversas
caracteristicas dos objetos numa imagem que
passou por um tratamento de threshold.

As acdes sobre as imagens foram registadas em Macros
que se aplicaram ao conjunto das imagens capturadas
para tornar mais rapida a detecdo e analise dos canais de
Havers.

Veja-se abaixo a macro utilizada para a dete¢do dos
canais de Havers.
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run("Duplicate...", "title=[]");
run("8-bit");
run("Median...", "radius=10");

set AutoThreshold("Default");

//run("Threshold...");

setThreshold(0, 50);

run("Convert to Mask");

run("Fill Holes");

run("Erode");

run("Analyze "size=000-Infinity
circularity=0.00-1.00 show=Outlines display include");

selectWindow("");
closeQ);

Particles...",

Macro usada no processamento das imagens.

A macro indicada acima executa os seguintes passos:

*  Converter a imagem para formato de 8 bits;

*  Aplicar o filtro de mediana (b/ur) com raio igual
a10;

* Aplicar o filtro limiar (threshold) e gerar
imagem a preto e branco, com theshold igual a
50;

*  Preencher espagos vazios dentro dos objetos;

*  Aplicar uma erosdo (erode com uma iteragao);

* Andlise de objetos dentro dos limites
estabelecidos.
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IV. CLASSIFICACAO

Sobre os objetos encontrados, procedeu-se a medigdo da
circularidade e da 4rea. Além disso, por observagdo
direta, fez-se uma classificagio de todos os objetos
encontrados entre verdadeiros canais e outros objetos.

A figura 2 descreve alguns dos objetos encontrados, onde
se pode observar que os objetos que correspondem aos
canais ndo sdo completamente separaveis dos que ndo
correspondem  (usando  apenas os  parametros
circularidade e area).

Com base na observacdo do Figura 3 definiu-se os
intervalos de valores de 4rea e circularidade que
permitem obter um compromisso entre falsos positivos e
falsos negativos.

Apds este procedimento, estabeleceu-se a seguinte regra
para a analise de particulas a classificar como canais:
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Figura 3. Distribui¢do das regides analisadas em fungdo da 4rea e da
circularidade.

Para a classificagdo das particulas como lacunas, testou-
se um algoritmo semelhante em que se usou a seguinte
regra:

Area<3058

V. RESULTADOS

Apds a aplicagdo da regra referida acima, foi possivel
obter resultados para a classificacdo dos objetos como
canais de Havers que se podem observar através da
matriz de confusdo (ver abaixo).
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Figura 2. Imagens processadas com base na Macro
definida (a primeira refere-se a um passo intermédio e a segunda ¢ o
resultado final).

Class.N | Class.P
Real-N 14 5
Real-P 3 40

Com esta classificagdo conseguiu-se uma taxa de acerto
de 87,1%, correspondente a uma taxa de erro de 12,9%.
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Mostra-se abaixo um histograma das areas, cuja média ¢é
13333,3 pixeis com valor de circularidade média de
0,540, considerando os  objetos  classificados
manualmente, Figura 4.

Frequéncia Absoluta das Areas

Figura 4. Frequéncia absoluta das éreas classificadas manualmente
como canais de Havers.

Mostra-se abaixo um histograma das areas, cuja média ¢é
13202,1 pixeis com valor de circularidade média de
0,527, considerando os objetos classificados através da
Macro, Figura 5.
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Figura 5. Frequéncia absoluta das areas classificadas através do
algoritmo como canais de Havers.

VI. CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

Neste trabalho aplicaram-se métodos de processamento
de imagem e fez-se uma analise morfométrica dos canais
de Havers. Compararam-se os resultados de uma
classificagdo manual com uma classificagdo automatica,
verificando-se que o valor das médias das areas difere em
menos de 1% e o valor das médias da circularidade difere
em 2,4%.

Como trabalho futuro prevé-se a aplicagdo dos mesmos
métodos na determinagdo de outras medidas
morfométricas como as lacunas dos osteocitos, bem como
a comparagdo de medidas morfométricas de osso
compacto de outras espécies.
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