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Capitulo 1

Resumo

A textura nuclear pode ser avaliada por muitas abordagens. A imagem pode ser
considerada como uma funcio matematica, e as variagbes da humindncia entre cada ponto da
imagem pode ser interpretada como freqiincias espaciais.

A transformada rdpida de Fourier (FFT) foi utilizada para a andlise da textura da
cromatina em patologia. A andlise de Fourier detecta eventos periddicos. Em processamento
de imagens, a freqiiéncia espacial expressa o ritmo das alteragoes de britho que ocorrem numa
seqiiéncia de pontos. Em imagens, a distribui¢ao das fregiiéncias avalia sua periodicidade e a sua
anisotropia ou predominéncia direcional. Padrdes regulares de textura acumulam informacao
textural em regides correspondentes & freqiiéncia e diregéo.

O modelo biolégico utilizado permitiu a andlise das alteragSes da cromatina de car-
diomiécitos durante o desenvolvimento de ratos da linhagem Wistar, entre 19 dias de vida fetal
e 60 dias de vida pés-parto. O tecido micdrdico foi fixado em formalina tamponada durante 24
horas a 4°C. A fim de se obter preparagdes citolégicas, as amostras foram hidrolisadas numa
solucdo de hidréxido de potassio por 18 horas.

Os niicleos foram corados com hematoxilina. As imagens foram adquiridas utilizando
o sistema KS-300, com a resolugio de 10 pixels por micrémetro. A imagem transformada de
um nucleo segmentado pela FFT & o resultado da (1) textura da cromatina, e (2) do efeito das
bordas do contorno nuclear. Esta 1iltima pode dificultar o estudo do espectro da cromatina. Por

isso este efeito foi eliminado através do amaciamento das bordas, selecionadas por 3 erosoes €
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12 dilatagBes morfolégicas. Como fundo, foi utilizado a luminincia média do micleo.

As concentraces da informacio textural da imagem da cromatina nuclear corada
com hematoxilina foram quantificadas. Fsses parédmetros foram comparados com caracteristicas
bioldgicas (idade e atividade mitética), avaliando-se o desempenho em discriminar os grupos de
diferentes graus de desenvolvimento histolégico do miocérdio.

Foi calculado para cada micleo, a 4rea, & malor corda, pardmtros derivados da ma-
triz de co-ocorréncia, as distribuices angulares e apulares da energia ¢ do momento de inéreia.
Pardmetros derivados da matriz de co-ocorréncia e da imagem transformada puderam discri-
minar bem 08 grupos etérios. As imagens espacial e espectral, intimamente relacionadas entre
si, forneceram pardmetros com informac8o textural distinta, dteis no processo classificatério. A
transformada de Fourier pode ser mais uma ferramenta para a avaliaciio da textura nuclear.

A textura da cromatina tornou-se mais homogénea com o aumento da idade. Especi-
ficamente aos periodos espaciais entre 3,6 e 1, 8um, o momento de inéreia diminuiu rapidamente
com a idade. As entropias da matriz de co-ocorréncia e o perfil das imagens tranformadas
tornaram-se menores, refletindo entdo a diferenciacio celular progressiva dos cardiomidcitos.

Em resumo, 0 espectro de Fourier (apbs ¢ amaciamento das bordas) é capaz de
fornecer informacdes titeis sobre a textura ds cromatina, como demonstrado para as alteragbes

nucleares durante o desenvolvimento do coragio do rato.
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Capitulo 2

Introducgao

Foi demonstrado anteriormente, que & andlise de sub-estruturas nu-
cleares pode ser muito dtil para a caracterizagho do crescimento fisioldgico e
patologico (GILBERTI et al., 1995, GROTTO et al., 1991, GROTTO et al., 1993,
TRAZUSTA et al., 1998, LORAND-METZE & METZE, 1996, LORAND-METZE et al., 1998,
CIA et al., 1999, METZE & LORAND-METZE, 1991, METZE & LORAND-METZE, 1992,
METZE & LORAND-METZE, 1993, METZE & LORAND-METZE, 1999,
METZE & TREVISAN, 1999). Como as alteragbes fisiolégicas e fisiopatologicas do me-
tabolismo celular influem diretamente a organizagio da cromatina, o estudo da textura nuclear
tornou-se cada vez mals importante para a histopatologia e citologia (DIAZ et al., 1997). A
graduacdo nuclear classica é ainda considerada como um dos principais critérios diagndsticos
de ouitos tipos de tumores (GIMENEZ-MAS et al., 1995). Tradicionalmente analisam-se as
caracteristicas geométricas da imagem nuclear, tais como difmetro, drea nuclear e nucleolar, e

eventualmente AgNORs.

2.1 A importincia da analise das texturas

Trabalhos recentes porém, demostraram a extrema complexidade e variabilidade da
textura nuclear ou nucleolar (ou dos seus subcomponentes) (EINSTEIN et al., 1998), o que leva
5 uma reflexdo sobre a questiio, se os meios tradicionais de anélise morfolégica quantitativa,

scima citados, ainda seriam adequados e suficientes para o estudo de estruturas de alta com-
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plexidade. Pode-se chegar & conclusdo, que os meios tradicionais da morfometria deveriam ser
complementados por novas raneiras de anglise quantitativa, baseada em morfologia matematica.
Por isso fol necessdrio procurar de maneira interdisciplinar {em conjunto com o grupo do Prof.
Dr. Neucimar J. Leite, Instituto de Computacio da UNICAMP } pardmetros baseados na ima-
gem nuclear com o intuito de aplici-los em modelos bioldgicos conhecidos, como por exemplo
no modelo das modificagdes das estruturas do ntcleo durante o desenvolvimento do miocardio.

Os pardmetros da andlise de imagem podem ser usados com a vantagem de se estimar
pequenas mudangas na substincia celular que ndo sio ébvias ao olho humano, ou sio invisiveis,
ou sdo dificeis de incluir numa descrigio qualitativa. H$ estruturas vistas na microscopia dptica
e eletrénica que nao poderiam ser rapidamente classificadas pelc uso de pardmetros simples co-
mo comprimento, area e circunferéncia, especialmente se sua aparéncia geral puder ser descrita
através de caracteristicas texturais. Os recursos disponiveis em programas comerciais (por exem-
plo, KS-300) restringem-se a parametros morfométricos elementares, tais como difmetro, area,
perimetro, que per se ajudam objetivar , porém, nio conseguem “medir” conjuntos morfolégicos

mais complexos, como, por exemplo, a textura de niicleos.

2.2 A textura de um niticleo celular

Considerando que uma imagem digital de um niicleo é composta por pixels com graus
de cinza formando um padrdo, a textura nuclear depende da relacdo espacial de cada pixel com
os pixels vizinhos (THUNNISSEN & DIEGENBACH, 1986). Assim, as medidas de textura sio

propriedades estatisticas locais de uma imagem.

A textura é uma caracteristica que descreve a aparéncia genérica de parte de wma
imagem, e ¢ freqlientemente expressa como aparéncia macia, arenosa, regular, lineada, gros-
seira, granular, etc. Matematicamente, a textura pode ser descrita em termos da ocorréncia
de regularidades pequenas e locais (HARALICK et al,, 1973). O conjunto de pardmetros des-
critores destas regularidades sfo usadas ma anilise de textura de imagens, cada uma com

sua vantagem prépria (THUNNISSEN & DIEGENBACH, 1986). A textura ¢ uma Droprie-
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dade que expressa a distribui¢io e a inter-relagdo espacial entre os varios graus de cinza que
compdem um objeto (STEPHENSON, 1992, CASTLEMAN, 1979). Muitos descritores de tex-
tura foram usados em estudos citoldgicos para a andlise da distribuicBio nuclear da cromatina
(MARCHEVSKY & BARTELS, 1994).

Caracteristicas texturais sio, portanto, pardmetros que podem ser calculados a par-
tir da textura de wna imagem armazenada na memdria de um computador. Essas ferramen-
tas ja foram comprovadas como tteis na quantificacdo de substéncias celulares e conteddo de
DNA nuclear (THUNNISSEN & DIEGENBACH, 1986). Com o advento da andlise de ima-
gem digital, novos caminhos foram abertos para abordar esse assunto (SPINA et al., 1982).
Como a textura da cromatina dos nicleos estd relacionada com a func@o celular, vérios
parametros foram usados com sucessc em niicleos fixados e corados para distinguir células entre
si (ROZYCKA et al., 1988). Pode-se citar, por exemplo, as técnicas para se calcular heteroge-
neidade, run-lenghts, condensacio, marginaco, contraste, coarseness e indice de gradiente de
contraste (SPINA et al., 1992). O tamanho, a forma e a textura dos nicleos séo de fundamental

importancia na avaliagdo citolégica de malignidade.

2.3 A necessidade de critérios objetivos

Contudo, a interpretacio destas caracterfsticas é propensa a considerdvel variacio
subjetiva entre os patologistas (MARCHEVSKY & BARTELS, 1994). As caracteristicas nu-
cleares favorecendo malignidade incluem cromatina hipercromdtica, irregularmente distribuida,
grosseira, com marginacio da cromatina e clareamento da paracromatina, com membrana nu-
clear irregular e angulada, e nucléolos grandes, multiplos e irregulares. Numerosos estudos
demonstraram a habilidade das andlise da imagem nuclear para discriminar acuradamente entre
células benignas e malignas (MARCHEVSKY & BARTELS, 1994). A avaliacio da distribuigéo
da cromatina ou textura do nicleo se impde como um desafio para o patologista. Em geral,
alguém pode referir-se & cromatina nuclear descrevendo se ela ¢ uniformemente dispersa ou

agrupada de maneira fina ou grosseira (MARCHEVSKY & BARTELS, 1994).
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Alguns simplificam o conceito de textura nuclear, denominando as é;'ea.s @SCUras ¢omo
cromating e as dreas claras como paracromating. Na realidade, existem sutis variacdes na estru-
tura muclear correspondendo a alteragdes graduais na distribuigio espacial da cromatina, mcluin-
do o aparecimento de cromocentros densos focalmente, e de wm ou mais nucléolos. Muitas abor-
dagens foram desenvolvidas para quantificar a textura em imagens digitais, incluindo estatistica
simples, estatistica markoviana (PRESSMAN, 1976), anslise de gradientes, andlise granu-
lométrica, transformada de Fourier e anslise fractal (THUNNISSEN & DIEGENBACH, 1986}.
Perante esta problematica foram procurados e implantados pardmetros novos, tais coro entro-
pia, pardmetros de simetria {do contorno e da superficie} e a aplicagio da teoria dos grafos

(Wanderley, tese de mestrado UNICAMP 2000 ).

2.4 A imagem como funcio matemitica

Uma alternativa elegante para avaliar texturas & aquela em que se examina a compo-
si¢Bo da imagem como somas de senos e cossenos. Uma das primeiras tentativas nesse sentido
fol a utilizagao da transformada de Fourier. Em 1808, Joseph Fourier propds & academia de
ciéncias de Paris que toda curva irregular poderia ser considerada como uma soma de funcoes
periddicas. J4 em 1809, Gauss, estudando as propriedades desta transformacio, criou um alge-
ritmo capaz de calculé-la exatamente e com maior desempenho, numa época em que nic havia
sequer calculadoras. Este algoritmo foi utilizado num computador pela primeira vez por Cooley
(PRESS et al., 1992} apenas em 1969, em um programa escrito em FORTRAN. Assim, a anslise
espectral tornou-se pratica com o uso da transformada répida de Fourier (FFT). Anélises no
padrao de difrac@o produzidos por sistemas Opticos coerentes, utilizando laser, podem agora ser
feitas pelo computador com alta acuréeia e flexibilidade (GONZALEZ & WINTZ, 1987).

As transformadas de Fourier j4 foram usadas ern diversas dreas tais como cristalografia
e teoria da comunicagéo, realizando, respectivamente, anilise de estruturas tridimensionais e
compressao de dados. Mais recentemente, as transformadas de Fourier foram empregadas para a

identificacao e classificagio de pinturas, baseado na observacdo de que caracteristicas particulares
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de uma pintura podem ser mais facilmente retiradas se o espectro bidimensional for examinado,

melhor que a pintura original (MILES & JAGGARD, 1981).
2.5 Freqgiiéncias espaciais

A andlise de Fourier transforma imagens do dominic espacial para o dominio de
freqiiéncia (ROZYCKA et al., 1988). Geralmente se supde que a freqiiéncia € a medida da re-
petigio de algum evento periédico. Em processamento de imagem, a ireqiiéncia espacial é a
medida que expressa o ritmo das alteragdes de brilho (graus de cinza, geralmente entre 0 a 255)
que ocorrem numa seqiiéncia de pontos (JAMES, 1987). Altas freqiiéncias espaciais correspon-
dem a detalhes de brilho que variam rapidamente. Baixas fregiiéncias espaciais representam
variagbes lentas do brilho. A distribuicdo das freqiiéncias representa a periodicidade da ima-
gem e as interferéncias direcionais. As caracteristicas de textura de Fourier podem ser calcu-
ladas a partir das distribuicGes das freqiiéncias em diferentes regides do espaco transformado
(MARCHEVSKY & BARTELS, 1994).

Pode-se representar qualquer funcio em termos de uma soma de ondas sendides. Por
exemplo, uma onda quadrada (figura 2.1) pode ser considerada como sendo constituida por

ondas sendides de fregiiéncia impar: 1f+3f+5f+...(onde f é a freqiiéncia da onda quadrada).

Observando-se como se estrutura a imagem transformada (figura 2.2}, notamos quatro
quadrantes. Cada quadrante é idéntico ao seu oposto, isto é, ha uma simetria em relagio ao
centro. Isso significa que metade da imagem ¢ redzmda}lte. A medida em que um ponto no
dominio espectral se distancia da origem, ele passa a representar freqiiéncias cada vez maiores,

de acordo com o tamanho da matriz:

Freqiiéncia espacial:
f=4d/L (2.1)
Periodo espacial:

T =L/d (2.2)
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Figura 2.1: Obtencio de uma onda quadrada a partir da soma de senos.

sendo I = tamanho do lado da matriz quadrada, d? = u2 + 2 .

Embora haja excegbes, parece haver uma tacita irpressdo de que muitos objetos bi-
olégicos sdo insuficientemente regulares para fornecer parémetros tteis através da transformada
de Fourier. Isto € devido talvez pela regularidade exibida por certos objetos, tais como cristais,
que tém sido rotineiramente classificados através da anilise espectral. No interesse de mudar
essa Impresséo e de sugerir um uso de maior valor diagnéstico, queremos propor novas técnicas
de se examinar o dominio espectral, aplicadas & identificacio do grau de desenvolvimento de
cardiomidcitos de ratos.

Ja foram relatados estudos diagnésticos utilizando transfor-
madas de Fourier por vérios Erupos (GONZALEZ & WINTZ, 1987,
MILES & JAGGARD, 1981, ROZYCKA et al.,, 1988, KUO et al., 1988, KOPP et al., 1976,
GUERIN et al., 1986, OSTROWSKI et al,, 1983, DZIEDZIC-GOCLAWSKA et al., 1982,
MILES & JAGGARD, 1980, PERNICK et al., 1978b, WOHLERS et al., 1978,
PERNICK et al., 1978b, TUERKE et al., 1978). Foram examinados parimetros do dominio
espectral de células benignas e malignas nos trabalhos em esfregagos do colo de ttero tipica-

mente corados pela técnica de Papanicolaou, e células de cultura de tecidos corados pela técnica
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Figura 2.2: Estrutura da imagem transformada.

de Feulgen. Contudo, os parimetros pertinentes retirades da transformada bidimensional para
a avaliacio do pleomorfismo, tamanho e condensagéio da cromatina j4 foram estudados, com
resultados encorajadores {GONZALEZ & WINTZ, 1987, KUO et al., 1988).

H3% ainda falta de padronizagio dos pardmetros retirados das transformadas de Fou-
rier, e até mesmo controvérsia no modo de definir ¢ calcular certos pardmetros, tais como o
momento de inércia, a energia e a entropia relativa (VEENLAND et al., 1998}. Pode se obser-
var que ndo houve a preocupaclo de se realizar estudos detalhados da imagem transformada.
Dois trabalhos publicados, que utilizaram a anslise de Fourier em imagens de células, utilizaram
parimetros pouco expressivos. Houve categoriza¢des grosseiras para se estudar a distribui¢ao da
energia da imagem (entenda-se energia (PERNICK et al, 1978b) como o quadrado do médulo
de cada ponto do espago espectral, ou |F(u, v)[?), dividindo-se a imagem em setores e anéis.
Padrdes regulares de textura produzem concentragbes de emergia em regiGes correspondentes &

freqiiéncia e diregio. A distribuicio da energia pode ser estudada com algoritmos que estudam
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a forma e tamanho de picos. Propde-se aqui, classificar e quantificar as regiGes que concentram
informagao da textura da imagem, com o propésito de se utilizar a anslise de Fourier como mais

uma ferramenta objetiva para auxilic do patologista.

2.6 Desenvolvimento das tarefas experimentais

Neste relatério constam as avaliacBes de muitas varidveis que foram calculadas para
cada uma das imagens adquiridas. E a parte mais emocionante do estudo, devido & geracéo
de grande quantidade de varidveis e de dados, com avaliacio dos métodos empregados. A
exploragio das lmagens transformadas estd empregando trés terminais da rede do Laboratério
de Sistemas de Informagdo do Imstitute de Computacio da UNICAMP, 2 maioria das vezes

operando overnight.

2.7 O modelo biolégico utilizado

As alteragBes fisioldgicas e patolégicas do metabolismo celular provocam alteragdes na
estrutura e composicio da cromatina nuclear. Além disso, a textura da imagem nuclear apresenta
uma extrema complexidade, cuja quantificaciio por pardmetros morfolégicos tradicionais vem
ajudando a discriminar esses processos com pouca vantagem. A transformacio da imagem
nuclear pelo algoritmo FFT (Fast Fourier Transform) pode fornecer informacses adicionais da

textura nuclear.

2.8 O Desenvolvimento dos Cardiomidcitos

O estudo da textura nuclear a partir de cardiomiécitos € um modelo bem
conhecido e aphcado (BAlet al, 1990, BAKER et al., 1893, BRODSKY et al., 1985,
CLUBB & BISHOP, 1984, HIRAKOV et al., 1980, STOTSEMBURG, 1915,
KNAAPEN et al., 1996, Lletal, 1996, BARR, 1973, MATTFELDT & MALL, 1987,
PISSATIA et al., 1980).  Através da metodologia aplicada, obtém-se a idade gestacional

dos ratos com um erro maximo de 6 horas. O momento exato da fertilizagio das fémeas ocorreu
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entre 19 horas do dia anterior e 7 horas do mesmo dia da verificacdo da fertilizagdo. Isto
fornece wm Horaric médio em torno da 1 hora da manhi, tendo em vista a atividade noturna
predominante desses animais (DONELLY, 1987). Portanto, por melo dessa abordagem pode-se
construir wm grafico, tendo-se como ordenada o tempo de desenvolvimento, e como abscissa
qualquer um dos pardmetros constitucionais dos animais (vide figuras 8.1, 8.3, 8.2 e 8.4) ou

parametros morfométricos e texturais obtidos das imagens dos nicleos.

Assim, a varidvel independente ‘idade total’, gue compreende a duragdo da gestagho
e a duracdo da vida pds-parto (se houver), é um pardmetro de referéncia para a avaliagio
de parametros morfolégicos dos niicleos. Esses mesmos pardmetros poderdo ser utilizados na
avaliagio da anaplasia nuclear de tumores humanos. Entretanto, um estudo exploratério com
tumores humanos é muito mais complexo, porque dentro do mesmo grupo de neoplasias histolo-
gicamente semelhantes se encontram tumores com diferentes estdgios de evolucdo, com diferentes
comportamentos biclégicos ( por exemplo, diferentes requerimentos nutricionais, diferentes re-
postas imunes do hospedeiro, diferentes capacidades de metastatizagdo, de invasio tecidual,
de produgio de fatores de crescimento para vasos, esiroma, etc.). Além disso, acrescenta-se a
dificuldade de padronizagio dos procedimentos cirtdrgicos e das técnicas de fixagdo e processa-
mento histolégico, com diferentes intervalos entre a retirada do tumor e ¢ inicio da fixacao, e
com duracio de fixacio muito varidvel, as vezes nio informada, sé para citar algumas dificulda-
des. Portanto, um estudo exploratdrio em condigbes experinentais controladas pode selecionar
pardmetros cujos comportamentos estatisticos sejam mais adequados para descrever os graus
de anaplasia nuclear e da atividade transcricional e mitética dos niicleos. Tais informagoes,
associadas com dados de sobrevida, metastatizagio e recidiva turoral, podem ser utilizadas na

decisfo diagndstica, influindo na opgdo terapéutica.

E importante ressaltar que o tecido miocdrdico, por possuir células altamente espe-
cializadas para exercer sua fungio contratil, sofre dramdticas alteracbes morfoldgicas durante o
sen desenvolvimento. No periodo embriondrio os cardiomidcitos sdo pouco diferenciados, muito

gsemelbantes a outras células mesenquimais.
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Durante os perfodos embriondrio e fetal, ¢ mesmo apds quatro dias apds 0 nas-
cimento, o crescimento do miocirdio decorre da divisio das células. De 4 a 14 dias de
desenvolvimento pés-natal, o crescimento normal de miocardio se efetua tanto com divisio
celular - aumentando o némero de células - como aumentando ¢ tamanho de cada célula
(CLUBB & BISHOP, 1984, BUGAISKY & ZAK, 1979, BRODSKY et al., 1985). Tmediata-
mente apds o nascimente, o indice mitético cai precipitadamente, e se estima que 2 perda da
capacidade de divisio celular se perca ac redor de 21 dias pés-parto em ratos, mas n3o irreversi-
velmente, como foi demonstrado em condigdes patolégicas que produzemn hipertrofia miocdrdica
(BUGAISKY & ZAK, 1979).

Até o nascimento, virtualmente todas as células miocérdicas do rato contém ape-
nas um ndclec. Ao redor de 21 dias de vida pés-parto, cerca de 55% dos cardiomidcitos sio
binucleados, chegando a ser 94% no rato adulto (BUGAISKY & ZAK, 1979). Nesta fase do
desenvolvimento, os niicleos se tornaram muito alongados, com cromatina homogénea, exibindo
dois ou trés nucléolos.

Como foi ilustrado nas figura 8.2, & surpreendente observar que o peso corporal sofra
duplicagbes em poucos dias, apresentando wm padrdo de crescimento exponencial, & o peso
cardiaco aumenta aproximadamente em proporgao direta 3 idade, crescimento que persiste ainda
com 60 dias de vida pés-parto (vide figura 8.4 ). Tal ritroo de crescimento ultrapassa até mesmo
as neoplasias mais agressivas, como o linfoma de Burkitt, que chega a duplicar a massa tumoral

em uma semana (ROBBINS, 1994).
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Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivos

3.1.1 Objetivos Gerais

A) Elaborar um programs para determinar as caracteristicas da transformada de
Fourier de imagens digitalizadas.

B) Escolher parmetros continuos derivados do espectro de Fourier caracterizando
imagens digitalizadas.

C) Demostrar a utilidade bioldgica destes pardmetros no exemplo da textura da cro-

matina em cardiomidcitos, relacionando a idade com o desenvolvimento.
3.1.2 Objetivos Especificos

A) - Adaptar as técnicas, descritas na literatura, para descrigcfo da textura da cro-
matina em microscopia optica.

B) - Levantar os principais pardmetros que descrevem as transformadas de Fourier,
citados nas referéncias bibliograficas.

C) - Avaliar a eficiéncia das técnicas da andlise espectral em estimar o grau de de-
senvolvimento do miocérdio de ratos.

D} - Demonstrar as diferencas morfoldgicas em microscopia Gptica dos ntcleos de
cardiomidcitos de ratos de diferentes estégios de desenvolvimento pré e pés-natal, com énfase no

dominio espectral, caracterizandco-as, qualitativamente e guantitativamente, através das carac-
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teristicas de Fourler.
3.2 Hipodteses

Hy: A andlise espectral da imagem nio fornece critérios adicionais que possam estimar
o grau de desenvolvimento dos cardiomidcitos de ratos.
H,: As caracteristicas da transformada de Fourier podem ser utilizadas para estimar

o grau de desenvolvimento dos cardiomidcitos.
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Capitulo 4

Material e Métodos

4.1 Animais de laboratério

Os animais utilizados neste trabalho foram machos e 21 fémeas de Rattus norvegicus
da linhagem Wistar, heterogéneos, com idades entre 7 a 13 semanas, com idade no dia da
fertilizacdo de 72,67+ 10,07 dias (média =+ desvio padrio). As fémeas, com peso variando entre
194 a 280g ( 246,9 =+ 26,2g )e os machos, de 250 a 300g. Os animais foram fornecidos pelo
Centro Multi-Institucional de Biotérios (CEMIB), da UNICAMP.

Os ratos foram mantidos no biotério do laboratério do Nicleo de Medicina e Cirurgia
Experimental (NMCE) da UNICAMP, em condicdes ambientais convencionais, com controle de
12 horas-luz e 12 horas-escuro. O tempo de adaptacdo ao biotério é estabelecido em 30 dias e
ndo hé controle de temperatura e umidade do ar.

Os animais foram alimentados com racdo para ratos, obtida comercialmente (Labina,
Purina) e d4gua ad libitum. Os experimentos foram realizados entre os meses de fevereiro a junho
de 2000, e para se evitar a influéncia da variagdo didria sobre a sintese de DNA (BARR, 1973),
todos os animais foram sacrificados entre 15:00 e 19:00 horas.

Para o cruzamento, foi realizada a sincronizagio dos ciclos estrais das fémeas de
uma mesma gaiola, tratando-as com urina dos machos, dois dias antes do acasalamento. O
acasalamento foi feito pelo sistema de harém, com um macho e duas a trés fémeas em cada
gaiola. A ovulagdo, assim como o comportamento da aceitagdo durante o acasalamento com o

macho, ocorrem no periodo do estro que, normalmente, acontece nos primeiras horas do dia,
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coincidindo com o comportamento noturno do animal (DONELLY, 1987).

Os animais foram acasalados uma a duas horas antes do final do perfodo de 12 horas-
luz (no final da tarde). Na manhi do dia seguinte (2 a 3 horas apés o fim do término do
periodo de 12 horas-escuro), foram realizados os esfregacos vaginais das fémeas e observada a
presenca ou nio de espermatozdides (BACKER, 1979). Para as fémeas em que se encontraram
espermatozéides, este dia foi, entdo, considerado o dia zero, para fins de contagem do tempo de

gestagdo e desenvolvimento embriondrio (THEILER, 1972).

Figura 4.1: Nucleo segmentado.

As ratas gravidas foram, por sua vez, separadas em gaiolas datadas e etiquetadas.
Os animais que completaram as idades estipuladas para estudo foram sendo sacrificados, cor-
respondendo aos dias 13, 16, 19 e 21 de vida intra-uterina e nos dias 1, 5, 8, 21 e 60 de vida
ap6s o nascimento. Usamos para o experimento pelo menos duas ninhadas para cada estagio

de crescimento, perfazendo um total de 176 animais, distribuidos em 21 ninhadas com 6 a 13
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Figura 4.2: Amaciamento das bordas do niicleo e colocagio de fundo cinza.
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Figura 4.3: Intensidades de cinza através de um niicleo: efeito do amaciamento nas bordas do
ntcleo.

filhotes cada uma (vide tabelas 8.1, 8.2 e 12.1). As ninhadas com menos de 6 filhotes foram
excluidas, devido as alteragbes demonstradas nas taxas de crescimento e no ntmero total dos
cardiomidcitos, causadas possivelmente pela maior quantidade de nutrientes disponiveis para

tais filhotes (RAKUSAN et al., 1978).

4.2 Preparacao

Os animals que atingiram uma das idades estipuladas foram pesados e anestesia-
dos com uma injecdo intraperitonial de pentobarbital sédico (Hypnol(R)) 50 mg/kg (solugdo
de 5 mg/ml ) e xilazina (Rompun(R)) 10mg/kg ( solugdo de 10mg/ml ), pesados e sacrifica-
dos por perfusdo intraventricular esquerda com solugdo de cloreto de sédio 0,9% durante 2 a
3 minutos, com drenagem sangiiinea através de uma inciso na veia cava inferior abaixo da
confluéncia com as veias renais. Imediatamente a seguir, a perfusio continuou com formalina
10% - tampdao fosfato 57,6 mM pH 7,2 durante 10 minutos. Somente entdo é extraido o mi-
océrdio (RAKUSAN et al., 1978) de cada rato e fixado em formalina tamponada a 4°C durante

no maximo 24 horas.
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Figura 4.4: Forma logaritmica do momento de inércia do espectro de Fourier. Note a drea central
(de baixa freqiiéncia) com picos de maior energia. As linhas escuras verticais sdo provaveliente
um filtro passa-baixa horizontal que foi realizado pelo sistema de aquisicdo de imagens.
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No caso dos ratos em desenvolvimento fetal, a perfusdo acima descrita da circulagio
sanguinea da made ndo irrigava as circulacbes dos fetos. Foi necessaria a abertura da cavidade
peritonial, pleural e pericidrdica dos mesmos para fixagdo por difusdo simples pela formalina
tamponada gelada. O miocardio néo foi extraido dos diminutos coracdes dos embrides de 13 e
de 16 dias de gestagdo, sendo incluido todo o organismo para processamento histolégico, a fim
de que, nestes estdgios de desenvolvimento, além de se obter o estudo in loco do coragio em

desenvolvimento, seja determinado o sexo através do estudo da histologia gonadal.

Foram sacrificadas 21 ninhadas, totalizando 180 filhotes. Duas ninhadas com menos
de 6 filhotes foram excluidas a ninhada 5, com 3 filhotes, e a ninhada 8, com 1 filhote. Dos 176
filhotes que restaram, 35 sdo embribes de 13 ou 16 dias de gestagdo, que s&o muito pequenos

para a dissec¢do do coragdo, sendo portanto processados os organismos inteiros dos embrides.

Os demais 141 filhotes foram dissecados para a obtencdo do coragio para a pesagem e
processamento cito e histolégico. Foram confeccionadas 141 laminas com esfregacgos citolégicos,
dos quais 90 foram submetidas & aquisi¢do de imagens, totalizando 9000 imagens adquiridas e

segmentadas.

Qs coragbes foram pesados, e seccionados transversalmente. Pelo menos uma fatia
de 1 a 2 mm de espessura foi designada para o processamento histolégico, que consistiu em
desidratagio em uma série de dlcoois de concentragéo crescente (70%, 90% e 3 absolutos) durante
1 hora cada, e diafanizac@o em 2 banhos de 1 hora em xilol, em temperatura de laboratério. Em
seguida, foram realizados 2 banhos de parafina a 60°C de 1 hora, e emblocados com identificaggo.
Os cortes de aproximadamente 4 a 5 ym foram hidratados e corados em hematoxilina durante
60 segundos. Os cortes corados foram passados rapidamente em uma solugdo de hidréxido de
amonio a 1% para a oxidagdo da hematoxilina em hemateina, a seguir desidratados e cobertos
com laminula.

Foram coradas todas as 1dminas de todos os miocdrdios no mesmo dia, para se evitar
alteragdes com relagdo & qualidade dos reagentes e corantes, tentando minimizar a variagio da

duracdo da coloragao de cada ldmina, o tempo de exposi¢do das 1dminas coradas & luz, e a idade
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das laminas.

foram realizados os cortes histolégicos dos miocardios dos 176 filhoes. Os cortes
histoldgicos dos embrides de 13 ou 16 dias de gestacdo necessitam de cortes seriados ao nivel do
térax, a fim de se avaliar o grau de desenvolvimento embrioldgico e de se obter mais cortes com
tecido miocérdico, que é bem mais exiguo que os dos ratos das demais idades. Para os embrides
de 13 dias de gestagdo, os cortes de 5 ym foram espagados 175 pm entre si, e para embrides de

16 dias de gestagdo, os cortes de 5 um foram espagados 225 pm entre si.
4.3 Processamento citolégico

O 4pice cardiaco foi submetido 4 agio de uma solugo 10:3 (ml/g) de dlcool 50% e
hidréxido de potassio a 4°C { com pH em torno de 11,5 ) durante 15 a 26 horas. Dependendo
da quantidade disponivel de miocérdio, fragmentos de ventriculo direito e ventriculo esquerdo
também foram submetidos a esse processo, separadamente. Os fragmentos foram lavados a
seguir com trés banhos de 5 minutos com solugdo 7:3 (v/ v) de &lcool absoluto e tampéo fosfato
192 mM pH 7,2. O material hidrolisado apresenta entdo aspecto gelatinoso, que é facilmente
distribuido numa lamina com o auxilio de outra, comprimindo o material e deslizando-as entre
gi. Imediatamente a seguir, com o cuidado de ndo ocorrer secamento do material, a 1amina é pds-
fixada em 4lcool 70% durante pelo menos 5 minutos, e é submetida & coloragdo pela hematoxilina

da mesma maneira descrita para os cortes de parafina.

4.4 Principais alteracoes metodoldgicas

Houve alteragdes da metodologia que merecem um comentdrio, principalmente rela-

cionadas & preparagao dos tecidos para a microscopia:
4.4.1 Retirada da eosina

Com o objetivo de se estudar exclusivamente a textura nuclear, foi utilizado ape-

nas a hematoxilina como corante, tendo em vista que a eosina cora principalmente as estruturas
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Figura 4.5: Janela principal do software elaborado.

citoplasmaticas, que no caso dos cardiomiécitos, apresentam um bandeamento transversal, carac-
teristico das miofibrilas. Esta estriacdo transversal pode se superpor 3 imagem nuclear, causando
uma falsa ritmicidade que é prontamente detectivel pela transformada de Fourier. Portanto, a
ndo-utilizagio da eosina foi recomendada, deixando a hematoxilina descrever apenas as imagens

nucleares.
4.4.2 Utilizacdo de hidréxido de aménio

Os cortes corados pela hematoxilina foram rapidamente passados por uma solugio
de hidréxido de amoénio 1%, que provoca a oxidacdo da hematoxilina em hemateina, que é
uma substincia insolivel, e menos propensa 2 lavagem nas etapas seguintes, bem como maior

estabilidade & acdo da luz.
4.4.3 O estudo citoldgico

Com o intuito de se estudar o efeito do corte histolégico na textura nuclear, foi
sugerido uma correlagio cito-histolégica. Cortes de 3 a 5 pm retiram grande parte do volume
nuclear, visto que em média a espessura dos ntcleos mede 8,42 ym, e o comprimento 26,64
pm em seres humanos (OLIVETTI et al., 1996). Uma vantagem do método histolégico é a nio
superposicdo de outras estruturas sobre a imagem nuclear. A técnica de esfregaco citolégico é

atraente pelo fato de que se observa cada niicleo por inteiro, mas pode ocorrer a superposicio
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da imagem nuclear com a do citoplasma, que pode ser minimizada pela sele¢io dos niicleos no
momento da aquisicdo das imagens.

Assim, é interessante que seja estudado as alteragdes morfolégicas dos niicleos também
ao nivel citolégico, com a finalidade de se correlacionar os achados entre os métodos. Optou-se
pela técnica da hidrélise alcalina por hidréxido de potéssio devido & facilidade de obtencdo e
baixo custo, comparado com a técnica utilizando metaloproteinases. A hidrélise com hidréxido
de potéssio causa a saponificacio das miofibrilas, e nio interfere no conteiido de DNA, ji de-

monstrado num estudo com citometria de fluxo (SCHNEIDER & PFITZER, 1973).

4.5 Microscopia dptica

Foram escolhidas 100 niicleos por animal provenientes do esfregaco citolégico, visua-
lizadas através de um microscépio Zeiss, com a objetiva de 100 aumentos Achroplan de imersdo

a 6leo, com abertura numérica de 1,25.

4.6 Aquisicao das imagens

Foi utilizado o sistema KS-300 para a aquisi¢do interativa das imagens apresentando
uma resolucdo espacial de 0,1lum/pixel, dado obtido através da digitalizacio de uma régua
micrométrica de 1 mm. As imagens foram salvas sem compactagio no formato bitmap colorido
de 24 bits (extensdo .BMP), com o tamanho de 256 x 256 pixels. As imagens foram adquiridas
pelo mesmo operador, que adotou os seguintes critérios para a selegao dos nicleos:

a) Somente foram adquiridos ndcleos com morfologia tipica de cardiomidcitos,
desprezando-se fibroblastos, linfécitos, mastécitos e quaisquer outras células.

b) Apenas um niicleo por imagem. Havendo outros micleos préximos, foram deixados
incompletos, nas bordas da imagem, para que o programa segmentador possa eliming-los.

c¢) Nicleos sem pregas, fendas e dobramentos.

d) Ntucleos sem superposi¢do de qualquer estrutura, por exemplo, miofibrilas, fibras,

bolhas, precipitacdo de corante € outros niicleos.
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e) Nao foram adquiridos células em processo de divisao, exibindo cromossomos ou fuso
mitético. Uma ressalva pode ser feita neste momento, visto que niicleos em fase de duplicagio
do DNA (fases S e G2) ndo sio facilmente distingiifveis pelo operador, sendo portanto passiveis
de serem adquiridos.

Cada imagem nuclear foi adquirida no melhor foco, isto é, no foco em que os contornos
se apresentarem nitidos na maior parte do perimetro da carioteca.

Uma macro de comandos para aquisi¢do das imagens do KS-300 foi elaborada para
fornecer automaticamente os nomes de cada imagem, eliminando assim a possibilidade de erro
nessa tarefa. O nome da imagem identifica a ninhada, o filhote, a técnica utilizada ( se histolégica
ou citolégica), e o nimero da imagem. Todo o processo de preparo das laminas citoldégicas e
aquisi¢do das imagens foi feita em ordem aleatéria, previnindo vieses sistemdticos.

As imagens dos nicleos foram salvadas diretamente em zip-disks para transporte, e
salvados em CD’s. Foram gravados, com o auxilio do Laboratério de Informatica da Faculdade
de Ciéncias Médicas (FCM - UNICAMP), e do Laboratério de Sistemas de Informagao (LIS - IC
- UNICAMP) 3 CD’s contendo as imagens sem segmentar, e 3 CD’s com imagens segmentadas

correspondentes, cada CD contendo 3000 imagens.

4.7 Fontes de algoritmos

Através do site Numerical recipes in C: (http://www.std.com/nr/) foram obtidos
os cédigos-fontes em linguagem C do algoritmo FFT (Fast Fourier Transform), que realiza a

transformada répida de Fourier discreta, em diversas dimensdes.

4.8 Processamento das imagens

Os arquivos assim obtidos foram abertos pelo editor gréfico, e entdo os niicleos fo-
ram isolados em matrizes quadradas com 256 pixels de lado, e convertidos para o formato
bitmap escala de cinzas, de 8 bits, através do cdlculo da luminincia. Esta conversio para

escala de cinza é descrito como “perceptivelmente uniforme” (WOUVER et al., 2000), tendo a
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finalidade de simular o mesmo grau de variacdo de brilho da percepcio visual humana em
cores. Cada imagem foi submetida ao isolamento dos ntcleos pela técnica de thresholding
(GONZALEZ & WINTZ, 1987), pintando-se todo o fundo correspondente ao citoplasma e 3s
outras células, sob visdo direta do operador. O tom de cinza utilizado nesta operacéo é a média

dos tons de cinza do nicleo estudado.

As imagens foram segmentadas através de um processo semi-interativo de threshol-
ding, calculado a partir do histograma de escala de cinzas (vide figura), selecionando o vale entre
a imagem do nicleo e o fundo. Foram utilizadas duas técnicas de tratamento da imagem para

se realizar a segmentacao:

a) A imagem foi convertida em escala de cinzas de 8 bits, através do célculo
da luminincia. Esta conversio para escala de cinza é descrito como “perceptivelmente
uniforme” (WOUVER et al., 2000), tendo a finalidade de simular o mesmo grau de variagio

de brilho da percepgio visual humana em cores.

b) Uma outra opcdo foi converter a imagem em escala de cinzas de 8 bits, calculada
a partir da soma de duas imagens: a luminéncia e a distincia euclidiana no espago de cores
vermelho-verde-azul entre a cor de cada pixel com uma cor de referéncia, definivel pelo usuério,

geralmente uma cor que estd presente nos contornos da imagem nuclear.

A primeira técnica é suficiente para segmentar a maioria das imagens nucleares. Em
casos mais dificeis, quando a luminédncia ndo consegue distinguir os contornos nucleares, é utili-
zada a segunda técnica, que utiliza a informagio de cor, além da luminincia. Retoques eventuais

foram necessarios em algumas imagens.

A seguir, a imagem € convertida numa imagem bindria preto-e-branco, e é realizada
automaticamente 1) a retirada das imagens nucleares presentes nas bordas da imagem, 2) o
fechamento por 4rea dos ‘buracos’ existentes na componente conexa, menores que 1500 pixels, e
3) a abertura por area, retirando as componentes conexas menores que 3500 pixels. O resultado
é uma méscara biniria que representa a imagem nuclear. As imagens coloridas de 24 bits assim

segmentadas, com fundo branco, foram gravadas em outro CD (vide figura 4.1).
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Para preparar a imagem para ser transformada pelo FFT, a imagem é convertida em
escala de cinzas através do cdlculo da luminéncia, e o fundo branco é substituido pela luminincia
média do nicleo. A seguir, é realizado a supressdo das descontinuidades abruptas das bordas do
nicleo utilizando-se a técnica de amaciamento utilizando-se um filtro de média com vizinhanca-
8. A borda do niicleo, para tanto, foi selecionada através da subtracdo da méscara bindria de
12 dilatagoes pela de 3 erosdes.

Ent&o a imagem estd pronta para ser transformada pelo FFT (vide figura 4.2). Como
a transformada de Fourier gera uma imagem onde cada pixel apresenta um componente real
e um componente imagindrio, é necessirio que a imagem transformada seja calculada a partir
ambos os componentes. Foi utilizado a representacio do momento de inércia v/u2 + v2 | F'(u,v)]|
para a geracao das imagens transformadas.

A quantidade de detalhes na imagem transformada (resolucio) é proporcional ao
tamanho da imagem. Assim, imediatamente antes de se realizar o calculo da transformada,
a imagem foi colocada dentro de outra, com 512x512 pixels, com o nivel de cinza médio no
background. Assim, a imagem do niicleo, que permanece inalterada, é processada numa matriz

malior.

4.9 Andlise qualitativa e quantitativa

Foram calculadas, para cada nicleo, a 4rea, o comprimento da maior corda, a dire¢io
da maior corda, o nimero de candidatos & maior corda (explicados com maiores detalhes nos
capitulos 6 e 7), 22 caracteristicas da matriz de co-ocorréncia das imagens originais e transfor-
madas. A partir das imagens transformadas, foram caléuladas ainda a energia total, o momento
de inércia total, 18 distribuigdes angulares da energia (1 para cada setor de 10°), 18 distribuicdes
anulares da energia, 18 distribuicdes angulares do momento de inércia (1 para cada setor de 10°),
e 18 distribuictes anulares do momento de inércia.

Para cada animal, representado por 100 imagens, foi calculada a mediana e a diferenca

entre o percentil 95 e o percentil 5, devido ao fato de que sdo parimetros estatisticos pouco
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sensiveis a dados extrapolantes (outliers).
4.10 A contagem das mitoses

Para cada animal, foram contadas as figuras mitéticas existentes em 400 nicleos
de cardiomidcitos, nos cortes histolégicos corados com hematoxilina apenas. Foi utilizado um
contador de células e um microscépio dptico para a execu¢io manual dessa tarefa. O miocardio

murino é rico em masticitos, sendo necessério atencao para diferencid-los de mitoses verdadeiras.

4.11 Analise estatistica

4.11.1 Analise univariada

Foi utilizada o teste de Kruskal-Wallis em cada varidvel para verificar se houve uma
diferenca significativa entre grupos de amostras. Cada grupo de amostras consiste em prepa-

racoes citolégicas de miocdrdio de ratos de mesma idade gestacional ou pés-parto.
4.11.2 Analise multivariada

A anilise discriminante linear foi utilizada para selecionar qual combinagdo de carac-
teristicas da imagem transformada de Fourier foi a mais eficiente no sentido de estimar o grau

de desenvolvimento dos cardiomidcitos.
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do dos anéis e setores para o estudo da distribuicao das infor-

texturais nas imagens transformadas.

Figura 4.6: Diagrama da disposi¢

magoes
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Capitulo 5

A Funcao Harmoénica

Tentou-se aprofundar o estudo da transformada de Fourier a partir das suas proprie-
dades. Além disso, foi desenvolvido uma argumentacio tedrica para justificar o uso de uma nova
representacio da transformada de Fourier, v/u2 + v2|F(u,v)|, que permite facilitar a extracio de
informagGes das imagens, avaliando diretamente a amplitude das func¢ées harmoénicas da imagem

no dominio espectral.
5.1 A unidade elementar da transformada

Nesta altura, é interessante definir o conceito de fun¢do harménica, porque se tornard
1til para o entendimento de algumas propriedades da imagem transformada. Neste trabalho, a
partir de imagens reais, ou seja, f(z,y) = Re{f(z,y)}, foram calculadas as transformadas de
Fourier F(u,v), que se caracterizam por apresentarem niimeros complexos conjugados simétricos

em relagdo ao centro da imagem transformada:
F(u,v) = F*(—u,—v) (5.1)

ou seja

Re{F(u,v)} + Im{F(u,v)} = Re{F*(~u,—v)} — Im{F*(—u,—v)} (5.2)

A transformada de Fourier discreta inversa de imagem espectral é definida como

N N Z'27r!u:x:+vg!
flzy) =33 Flu,w)e (5.3)
=0 y=0
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Ora, se na imagem transformada existissem apenas dois pontos nio nulos F(u,v) e

F(—u,—v), entdo a transformada inversa de Fourier seria

F@9) = Flu,v)e™ 5 4 F(-u, —)e ™5 (54)
Substituindo-se aqui a equacgio 5.1 e fazendo
2r(uz + v
o= ( = y) (5.5)
tem-se
f(2,y) = F(u,v)e’ + F* (u, v)e 7% (5.6)
Note que, através do teorema de Euler
€% = cosf + jsing (5.7)
pode-se representar a equagio 5.6 na forma trigonométrica
f(z,y) = F(u,v)(cos ¢ + jsinp) + F*(u,v)(cos ¢ — jsinp) (5.8)

que, se for desenvolvido, é equivalente a
f(z,y) = Re{F(u,v)} cos ¢ + jRe{ F(u,v)}sin ¢ + Im{F(u,v)} cos ¢ + jIm{F(u,v)} sin o+

+Re{F(u,v)} cos ¢ — jRe{F(u,v)} sin ¢ — Im{F(u,v)}cos ¢ + jIm{F(u,v)}sinp  (5.9)

e realizando-se as adi¢Ges tem-se obtem-se
f{z,y) = 2Re{F(u,v)} cos ¢ + 2§ Im{F(u,v)}sin ¢ (5.10)
Ora, se utilizarmos o conceito da fase do niimero complexo F(z,y), teremos

Im{F(u,v)} = j|F(u,v)|sin 8 (5.11)

Re{F(u,v)} = |F(u,v)|cos @ (5.12)
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entdo, pode-se declarar que

6 = arctan (JIIZZ?((Z:Z))) (5.13)
que é 1itil para se subtituir na equacdo 5.10:
f(z,y) = 2|F(u,v)|{cos 8 cos ¢ + sin § sin ¢) (5.14)
que é um cosseno de diferenca:
f(z,y) = 2|F(u,v)| cos(8 — ¢) ) (5.15)

que é uma fungdo real, onde ¢ representa a direcdo da funcdo harmoénica, e 6 representa a fase

de F(u,v).

\\\-; .
RS

Figura 5.1: Exemplo de fungdo harmoénica e sua transformada de Fourier.

A funcdo harménica, também chamada de componente sinusoidal (CLARK, 2001),
é um plano ondulado que oscila com uma determinada freqiiéncia espacial, numa determina-
da direcdo, com uma determinada amplitude e fase. Cada par de pixels F(u,v) na imagem
transformada se associa a uma fung¢do harmdnica no dominio espacial (figuras 5.1 e 5.2). Outra
conclusdo surpreendente é que a amplitude da fun¢io harménica é diretamente proporcional ao

espectro de Fourier |F(u,v)| e nfo ao espectro de poténcia |F(u,v)[? .
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5.2 Teorema da Mudanga da Escala

Como ji foi referido, o quadrado do médulo de cada ponto de uma imagem transfor-
mada de Fourier, isto &, | F(u,v)|?, é referido como “espectro de energia de f (z,y)”. O termo se
originou diretamente dos estudos fisicos onde é usado (BRACEWELL, 1965), como por exemplo,

na éptica e na actstica.

Figura 5.2: Soma de funcGes harménicas e a respectiva transformada de Fourier.

Até este ponto ficou claro que cada par de pixels simétricos em relagdo ao centro de
uma imagem transformada se associa a uma determinada freqiiéncia espacial e a uma determi-
nada dire¢do na imagem espacial. Contudo, qual a melhor representacdo que se pode optar para
se poder identificar as freqiiéncias espaciais predominantes?

Uma abordagem interessante seria imaginar que a intensidade de cada pixel na ima-
gem transformada é proporcional & amplitude da fungio harmoénica (como foi obtido na equagio
5.15). Neste trabalho, a amplitude representa a diferenca entre a luminincia méxima e minima
de uma fungdo harménica. Para se entender melhor como se pode obter esta representagio, é ne-
cessario buscar algumas propriedades da imagem transformada que explicam como a freqiiéncia

espacial se relaciona com a sua amplitude.
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Figura 5.3: Imagem de um ntcleo de cardi- Figura 5.4: Momento de inércia da transfor-
omidcito de 19 dias de gestacio. mada de Fourier da imagem nuclear.

O teorema da mudanga da escala (GONZALEZ & WINTZ, 1987) (também conhecido

como scaling theorem) enuncia:

Teorema 1 “Se f(z,y) tem uma transformada de Fourier F(u,v), entio f(az,by) tem uma

transformada de Fourier |ab|™'F(u/a,v/b).”
Ou de outra forma mais simétrica,

Teorema 2 “Se f(z,y) tem uma transformada de Fourier F(u,v), entio }ab]% flaz, by) tem

. 1 - -
uma transformada de Fourier |mn|2F(mu,nw), onde m =a~! en = b~1.7
Ou se realizarmos a mudanga de escala do dominio espectral, temos

Teorema 3 “Se F(u,v) tem uma transformada de Fourier inversa f(z,y), entdo F(au,bv) tem

uma transformada de Fourier inversa |ab|~! f(z/a,y/b).”

Analisando com cuidado o teorema 3, se compararmos dois pixels Fy(ui,v1) e
Fy(u2,v2) que possuem a mesma luminancia, sendo a = us /u1 e b = vy /vy, as funcdes harmonicas

correspondentes f1(z1,y1) e f2(z2,y2) terfo uma variacio de amplitude igual a 3L
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Por exemplo, se o pixel Fa(ug,v2) estiver trés vezes mais distante da origem do dominio
espectral que o pixel F(u,v1), e se pussuirem a mesma luminincia, entdo a = b = 3, e portanto,
a amplitude da funcdo harmoénica fo(zg,ys2) serd 9 vezes menor que fi(z1,y1). Este fendmeno
causa uma distorgdo na transformada de Fourier: 4 medida em que aumentamos a freqiiéncia de
uma fun¢do harmoénica f(z,y), a sua representagio no dominio espectral F'(u,v) torna-se mais

distante da origem e a sua luminéncia cada vez menor.

IFu,) ’ pIF(uv)]

p p
Figura 5.5: Perfil do espectro de Fourier Figura 5.6: Perfil do momento de inércia

|F'(u,v)|, onde p = vu? + v plF (u,v)|, onde p = vVu? + v2.

5.3 O Perfil das Imagens Transformadas

J4 foi relatado (CLARK, 2001) uma forma diferente de estudo das transformadas de
Fourier, que consiste em se calcular, para cada freqiiéncia, intensidades médias de um parametro
da imagem transformada. O perfil pode ser representado como uma funco par (lembrando-se
da caracteristica da simetria conjugada da transformada de Fourier), ou apenas um dos seus
lados, isto é, as freqiiéncias medidas a partir da origem. Preferiu-se neste trabalho esta tiltima
forma, visto que ndo tem sentido falar em freqiiéncias espaciais negativas. A freqiiéncia espacial
pode ser entendida como a distdncia ao centro da imagem transformada.

Cada linha nas imagens 5.5 e 5.6 representa a média do espectro de Fourier para cada
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distdncia do centro da imagem transformada. Ambas as imagens sdo representaces diferentes
dos mesmos perfis. Repara-se que na figura 5.5 existem valores maijores nas baixas fregiiéncias,
enquanto as altas freqiiéncias espaciais estfio praticamente anuladas. O perfil momento de
inércia, demonsirado na figura 5.6, permite perceber quais freqiiéncias espaciais apresentam

amplitudes médias malores.
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Capitulo 6

Maior Corda (“Longest Chord”)

Os niicleos dos cardiomidcitos normalinente nfo apresentam imagens circulares, mas
formas ovaladas e até muito alongadas, chegando a medir de 40 a 95, 62 (4000 a 9560 pixels no
sistema de aguisicdo de imagens que esté sendo utilizado neste trabalho) em nticleos dipléides,
e até 50042 (50000 pixels) em niicleos octapléides (SCHNEIDER & PFITZER, 1973). Assim,
os diferentes didmetros podem influenciar a interpretagio da imagem transformada de Fourier,
visto que difmetros maiores em uma dada dire¢do podem conter muito mais informagio textural
que em outras diregles.

E possivel se identificar a maior corda do nticleo através de técnicas da morfologia
matemaética. Além disso, conhecendo»se a sua direcio (representado neste trabalho pelo angulo
formado com a horizontal) pretendeu-se avaliar na imagem transformada desse mesmo nicleo a

ocorréncia de uma maior concentragdo da energia e do momento de inércia nesta diregdio.

6.1 Obtencao

A maior corda (RUSS, 1995) de uma componente conexa de pixels pode ser obtida
mais facilmente encontrando-se os pixels mais provéveis na borda da componente conexa. Ha
diferentes técnicas de selecao de pares de pixels candidatos & maior corda. As técnicas que foram
utilizadas neste trabalbho para diminuir ao miximo o niimero de candidatos foram:

1} Selegéo de pixels na borda da imagem nuclear através de uma erosio conexa-4.

2} Através de um contador de pixels instalado na rotina anterior, é possivel medir a
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drea nuclear (S). Este parimetro foi utilizado para se obter o raio equivalente(Rg):

Req = (61)

Sie

Na mesma varredura, foi coruputado o centro de massa {Cma, Cmy)de todos os pixels

da componente conexa da imagem nuclear (RUSS, 1995):

Cmaz = Zﬂgﬁ’l (6.2)

Cry = mngyn

(6.3)

Desta maneira, conhecendo-se o raio equivalente e o centro de massa, é possivel se
eliminar os pixels proximos ao centro de massa, somente aceitando o pixel candidato P(z;,y;)

8se:

(z; ~ Cmz)? + (y; — Cmy)? > qu {6.4)

3} Ainda restaram muitos pixels candidatos & maior corda. Uma técnica interessante
¢ baseada no fato de que pixels que estao situados alinhados com dois de seus vizinhos, formando
uma linha reta, jamais podemn ser admitidos como candidatos. Este alinhamento pode ocorrer
na horizontal, vertical ou na diagonal. De uma forma mais simples, cada pixel candidato é
eliminado se houver dois vizinhos na conexidade-8 opostos entre si. Este teste é realizado em
quatro diregGes citadas.

Através dessas técnicas, obtemos /N pixels que podem ser associados 2 a 2, perfazendo
um total de N{N — 1}/2 cordas possiveis, escolhendo-se o par de pixel Pi{z1,1) e Po(zs,ys)

com a mixima distincia euclidiana entre eles.

6.2 Analise da orientacac das maiores cordas

A direcao da malor corda ¢ computada através de

o8



o = arctan (y—l:—%«) (6.5)
Ty - Zg

Entretanto, é interessante avaliar se as maiores cordas dos nticleos se dispdem em
alguma diregho predominante. Isto pode ocorrer principalmente nos esfregagos citoldgicos, onde
s&80 os miicleos s80 espalbados na lamina de vidro com um movimento horizontal. Se a verificagio
da orientagio dos nicleos ndo for feita, poderfo ser encontradas distor¢des nos parimetrog
retirados das imagens transformadas, tendo em vista que elas fornecem informagso direcional
das freqiiéncias espaciais.

Pode-se se estimar a intensidade do predeminic da orientaciic das maiores cordas,

com base no mesmo raciocinio, obtivermos o médulo do vetor resultante (R):

2 3
R= \j (Z sin2ai) + (Z cos 2a@) (6.6)
i i

Para tornar R invariante em relag¢fio ao niimero de niicleos analisados, & necessario
dividi-lo pelo mimero total de niicleos, obtendo assim um resultado entre 0 (baixa orientagio) e

1 {alta orientacdo).
Conforme a equacdo 6.5, o valor de « pode se situar entre +90° e ~90° com &
horizontal, podemos encontrar a diregéo predominante {8) em um grupo de N imagens, se
for realizada uma soma de vetores normalizados, cada wm representando a diregio de um nicleo

de cardiomiocito:

N o

Assim, foi descrita uma andlise da diregio das maiores cordas utilizando técnicas da
morfologia matematica, e pretende-se fazer comparagdes entre as distribuictes das informacio
textural. Uma abordagem da distribuicfio direcional pode ser feita através da integracio do
momento de inéreia em 18 setores fixos (vide a figura 4.6). Qutra abordagem é medir os mesmos
pardmetros, de forma que a divisa entre o nono e o décimo setores esteja na direcdo da maior

corda.
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Capitulo 7

A Matriz de Co-ocorréncia

Matriz de Co-Ocorréngeia
¢ o1 0 1 1 1 6 ¢
100 85 1 1 0 9
20 0 1{1)o 1 ¢
3 2 02 0 0 0 0 O
4 6 0 0 1 0 0 2
50 0 0 0 0 0 1
s 9 0 1 0 & 1 1

Figura 7.1: Método de construgdo da matriz de co-ocorréncia (4 direita), a partir de uma imagem
com 7 niveis de cinza (& esquerda).

Um dos métodos disponiveis para a andlise de imagens produzidas pela transformada
de Fourier é montar uma matriz de dependéncia espacial dos niveis de cinza, e extrair vérios
pardmetros descritivos a partir da mesma. Tais pardmetros também sio denominados de carac-
teristicas de Markov (DIEGENBACH & BAAK, 1978), distribuicéio estatistica de segunda or-
dem (WOUVER et al., 2000), e até mesmo sio referidas simplesmente como caracteristicas tex-

turais (HE et al., 1988). Em 1973, Haralick et al. (HARALICK et al., 1973) descreveram inici-
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almente 14 pardmetros, e mais tarde foram sendo criados novas maneiras de calcular pardmetros

(DIEGENBACH & BAAK, 1978), chegando ao total de 20.

A madtriz de co-ocorréncia é uma matriz simétrica em relagio a sua diagonal principal,
onde cada elemento na posicdo {,j indica o niimero de vezes que um pixel com nivel de cinza 7
tem wm vizinho com nivel de cinza 7 {figura 7.1}, semelhante a um histograms bidimensional.
Imagens suaves, com mudangas pouco abruptas de luminéincia, geram matrizes de co-ocorréncia
em que os dados se concentram em torno da diagonal principal. Em contrapartida, Imagens
com contornos nitidos, fazem que os eventos se espalhem, distanciando-se da diagonal principal
da matriz (figura 7.2).

O uso das caracteristicas da matriz de co-ocorréncia de imagens transformadas j4 tem
sido relatado, até mesmo em outros tipos de transformagio nio-Fourier (WOUVER et al., 2000).
Pretende-se, neste trabalho, comparar o desempenho dos parimetros calculados a partir da

imagem original e das suas respectivas transformadas de Fourier.

7.1 Caracteristicas da Matriz de Co-ocorréncia

Abaixo apresenta-se a relagdo de caracteristicas da matriz de co-ocorréncia que até o
momento do confeccdo deste relatdrio foram implementadas. Com o propdésito de ndo confundir,
cada caracteristica é listada com os respectivo nome original em inglés. Cada elemento p(3, 7)
¢ normalizado, isto é, representa a probabilidade de ocorrer um pixel com nivel de cinza i com

um pixel vizinho com nivel de cinza 7.

(7.1)

(5,5) = L)

onde R é o ntimero total de pares de pixels utilizados para se construir a matriz de

co-ocorréncia.
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Matriz de Co-Ocorréneia

il 28 0 0 0 & 0 O
28 575 18% 4 0 0 0 O
O 1871580285 % 0 0 0
0 6 2821536828 11 0 D

9 0 1 234103321z 6 0
o0 0 22 2023957 1561 0
G 0 0 0 351832305000
o 0 ¢ ¢ 0 0 0 9

Figura 7.2: Matriz de co-ocorréncia de uma imagem com 8 niveis de cinza.
7.1.1 Segundo Momento Angular

Nome  Original: Angular  Second Moment (HARALICK et al., 1973,
DIEGENBACH & BAAK, 1978)

A=33 (6,)* (7.2)
i 7

7.1.2 Inércia

Nome Original: Inertia (HE et al., 1988)

fa=3> (i~ 7)?pli.5) (7.3)
i i

7.1.3 Homogeneidade Local

Nome Original: Local homogeneity (HE et al., 1988)
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1 ..
fa= ;Ej: m?(w) (7.4)

7.1.4 Entropia

Nome Original: Entropy (HE et al., 1988)

fa=- Z Zp(i,j) log, p(%, 5) (7.5)
g

7.1.5 Entropia Normalizada

Nome Original: Normalized Entropy

~ 2.2 p(i,5)1ogp (i, )
g
= 7.6
fs 05 C (7.6)
onde C € o niimero de niveis de cinza existentes na imagem.
7.1.6 Mx
Nome Original: Mz (HE et al., 1988)
fo=2_> pli,5)i (1.7)
i
7.1.7 My
Nome QOriginal: My (HE et al., 1988)
(7.8)

i

i
7.1.8 Contraste

Nome Original: Contrast
(HARALICK et al., 1973) (HARALICK, 1979)

(DIEGENBACH & BAAK, 1978)
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n={

o-1
fs= 2 n® {:Z Z (3, j)) onde li—jl=n (7.9)

7.1.9 Momento Inverso da Diferenca

Nome Original: Inverse Difference Moment' (DIEGENBACH & BAAK, 1978,
HARALICK et al., 1973)

ZZ - _f E: f) (7.10)

7.1.10 Probabilidade do Pico de Transicio

Nome Original: Peak Transition Probability? (DIEGENBACH & BAAK, 1978)

Jio = max{p(%, 5)} (7.11)
7.1.11 Momento Diagonal

Nome Original: Diagonal Moment (DIEGENBACH & BAAK, 1978)

Zz EZ —.75?(1 7} (7.12)

7.1.12 Segundo Momento Diagonal

Nome Original: Second Diagonal Moment (DIEGENBACH & BAAK, 1978)

1p = EZ m.,ﬁéa(fﬂ), (7.13)
i

‘Em 1879, HARALICK publicou como f5 = z,:;?%ﬁ /1 5 §, ndo implementado ainda.

2Em 1979, HARALICK usou o termo Mazimum Probability

65



7.1.13 Desvio-Padrao

Nome Original: §tandard Devietion (DIEGENBACH & BAAK, 1978)

fa = \/ i 252069 ~ (5 5;0(6,4))°

5 (7.14)
7.1.14 Média
Nome Original: Mean (DIEGENBACH & BAAK, 1978)
fia == w (7.15)
R
7.1.15 Coeficiente de Variacao
Nome Original: Variation Coefficient (DIEGENBACH & BAAK, 1978)
fi5 = s (7.16)
fi4
7.1.18 Meédia das Somas
Nome Original: Sum Average (DIEGENBACH & BAAK, 1978,
HARALICK et al., 1973)
Cc-2
fie =Y pli,)s i+il=s {7.17)
g0
7.1.17 Média das Somas das Linhas
c-1 ..
fir= 3% Z-’—%M (7.18)

=0
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7.1.18

7.1.19

7.1.20

7.1.21

7.1.22

Média das Somas das Colunas

flS - ?il Ejp{z‘}j}

=) ¢

Tonalidade dos Agrupamentos

Nomwe Original: Cluster Shade (HE et al., 1988)

fio=3_%"(i+3j— Mz~ My)®n(i, )
i 4

Proeminéncia dos Agrupamentos

Nome Original: Cluster Proeminence (HE et al., 1988)

fao =33 (i+7~ Mz - My)*p(i,5)
i j

Momento do Produto

Nome Original: Product Moment (DIEGENBACH & BAAK, 1978)

far =3 (i~ fi)(§ — fra)p(, 5)
i

Soma dos guadrados: Varidncia

Nome Original: Sum of Squares: Variance

foa =3 3 (i — fua)’pli, 5)
i j

(7.19)

(7.20)

(7.21)

(7.22)

(7.23)
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Capitulo 8

Resultados

Os resultados desta secio do relatdrio so os comportamentos de varidveis prove-
nientes das imagens dos micleos e de suas transformadas de Fourier. Os melhores resultados
estéio relatados a seguir, compreendendo 9000 imagens de esfregacos citoldgicos dos nicleos de

cardiomidceitos de rato em 7 idades de desenvelvimento.

8.1 Caracteristicas fisicas dos animais

Inicialmente sdo apresentados os pesos corporais dos animais em gramas, agrupados
em 7 idades, conforme as figuras 8.1 e 8.2. Note que a escala logarftmica ressalta o intenso
crescimento corporal durante a gestagdo. Observa-se que hd uma redugio abrupta da velocidade
do crescimento apds o0 nascimento.

A tabela 8.1 apresenta os pesos corporais apresentados nas figuras 8.1 e 8.2. Observar
a enorme variagio da escala das grandezas nos grupos mais jovens, que passa despercebida na
figura 8.1, causando wma aparente pequena variagio. Assim, entre os dias 19 e 21 de gestacio,

foi observado que a média do peso corporal quase dobrou.

Tabela 8.1: Peso corporal dos ratos em gramas segundo tempo de desenvolvimento.

Idade N Média  Confian. Confian, Mediana Min. Max, Desgvio Skewness  Kuritosis
~95% +55% Padrio

13 dias gest. 20 £,1014 0,0871 0,1056 0,1025 0,674 0,112 0,009C -1,53808 3,32599
16 dias gest. i5 09,4553 0,415G 0,4016 0,486 0,344 0,548 0,06883 -03,43748 -1,07282
19 dias gest. ig 24750 2,3641 2,5850 2,800 2,000 2,800 9,20817 -G,32841 1,27118
21 dias gest. 27 4,7I71 4,3565 4,8778 4,800 3,800 5,208 0,40615 -0,61210 -1,07888
1 dia a.n. 17 7,3647 §,9224 1.8070 7,500 4,600 8,400 0,88019 -2,10889 6,55938
5 dias a.n. 21 84,5006 8,3721 09,4485 9,160 8,100 10,40 1,18084 -0,8563¢ 0,22293
8 digs am. 22 12,062 11,382 12,735 12,800 8,200 15,30 1,81518 »0,44675 1,17203
21 dias a.n. 15 41,806 40,509 43,014 42,300 38,20 48,10 2,26841 -0,16609 +~1,33738
80 dias a.n. 22 159,19 143,18 175,21 151,18 1i5,7 2383 38,1177 i,08269 0,38500
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Peso Corporal
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Figura 8.1: Correlagfio entre o peso corporal e a idade total dos ratos.

Logaritmo do Pese Corporal

1000 -
100 &
Peso (g)
10
1 H i l { i i i {
0 10 20 30 70 80 90

40 50 60
Idade Total {(dias)

Figura 8.2: Correlagiic entre o logaritmo do peso corporal e a idade total dos ratos.
(p=2,00.1071¢ ¢ H=86,052 calculados pelo teste de Kruskal-Wallis}.
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Peso Cardiaco
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860
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Figura 8.3: Correlagio entre o peso cardiaco e a idade total de ratos.

Peso cardiaco
1600 SRR ; A—  E— = e p St e  — o

Peso (mg) 100

5 : : . Intervalo de Conﬁanga 95%
10 I i ] { 1 L ] i

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Idade Total {dias)

Figura 8.4: Correlacdo entre o logaritmo do peso corporal e a idade dos ratos (p=1,79.107% ¢
H:=86,2825, teste de Kruskal-Wallis).
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Os pesos cardiacos s50 apresentados na tabela 8.2, junto com parimetros estatisticos
de cada grupo, os mesmos das figuras 8.3 e 8.4. Note ¢ intenso e progressivo crescimenio,

principalmente entre os dias 19 e 21 da gesta¢o, onde ocorre a duplicagio do pese cardiace.

Tabela 8.2: Peso do miocérdio dos ratos em miligramas segundo tempo de desenvolvimento.

Tdade N Média Confian, Confian. Mediana Min. Desvie Skewness Kurtosiz
-OE% +96% Padrio

19 dias gest. 186 15,7600 14,5885 18,9415 18 11 20 %.2361 -(,337327 0,34D538
21 diss gest. 27 34,2222 32,8810 35,7635 35 27 41 3,8961 -0,100728  -D,7984190
t dia a.n. 17 55,5204 51,37B7 $9.6831 58 a5 70 8,0787 -0.682858 1474440
5 dias a.m. 21 68,0052 64,2843 71,8601 87 B4 84 8,3720 0,3371¢8 -0,130199
8 dias a.n. 22 £5,0000 80,5888 100,411 96 [<3] 1i3 12,2646 -0,620308 -G,008803
%1 dias a.n. i8 287,878 263,933 313,818 285,5 193 370 44,9284 -(,300061 0,201442
&0 dias a.n. 22 725,045 672,087 178,023 731 543 D88 119,4880 2,516343 0,085047

A tabela 8.3 apresenta as varidveis derivadas da matriz de co-ocorréncia que melhor
discriminaram os 90 animais entre os 7 grupos etarios entre si. Estdo listadas apenas as varidveis
com p < 0,05. Para cada animal foi calculada a mediana de 100 células, para cada caracteristica.

Assim, destas 40 varidveis calculadas a partir da matriz de co-ocorréncia, 20 sio
derivadas das imagens transformadas, e 20 sio derivadas das imagens originais.

As 25 varidveis que, isoladamente, tiveram o maior poder discriminante estfio listadas
na tabela 8.4.

Para tornar mais claro a capacidade discriminante de algumas varidveis, sio apresen-
tadas a seguir graficos das varidveis que tiveram o melhor desempenho discriminante.

A contagem de mitoses (figura 8.5) é um pardmetro usual na avaliagio de neoplasias.
Observa-se urwa rapida queda da contagem de mitoses apds o nascimento, cessando completa-

mente no dia 60 pds-parto (dia 83 de vida apés a concepciio).
8.2 Variaveis obtidas a partir de caracteristicas morfométricas

A figura 8.6 apresenta as 4reas dos miicleos dos cardiomidcitos, apresentando uma
variagdo irregular ao longo do desenvolvimento, com valores méximos no dia 23 de vida apée a
concepgao {dia 1 de vida pés-parto).

No processo de se encontrar a maior corda, buscou-se os pixels mais extremos, cuja
quantidade se apresentou varidvel (figura 8.7), com comportamento semelhante 4 drea nuclear

(Bgura 8.6).
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Tabela 8.3: Varidveis da matriz de co-ocorréncia em ordem decrescente de poder discrimi-
nante, avaliadas através do teste Kruskal-Wallis

Varidvel Dependente Imagem Cada animal H o Vide
contribuiu com figura
Proeminéncia dos Agrupamentos Transformada Mediana 61,4703 2,26.10°1 820
Proeminéncia dos Agrupamentos Original Mediana 60,7981 3,16.1071  8.20
Lumindncia Méxima Transformada Mediana 58,6187 8,58.1071 844
Tonalidade dos Agrupamentos Original Mediana 584577 9,25.107%1 823
Entropia Original Mediana 55,1499 43210 825
Desvio Padrao Original Mediana 55,0598 4,51.1071¢ 3922
Segundo Momento Angular Qriginal Mediana, 54,2137 6,68.1071% ga7
Probabilidade do Pico de Transiciio Original Mediana 53,3585 9,94.10~-19 898
Momento do Produto Transformada Mediana 51,63 2,21.107% 340
Variancia (Soma dos Quadrados) Transformada Mediana 51,2787 2,60.107%% 8.35
Homogeneidade Local Original Mediana 50,9281 3,06.10~%% 819
Momento Inverso da Diferenca Original Mediana 50,9281 3,06.107%° 8.16
Momento Horizontal {Mx) Transformada Mediana 50,158 4,37.107%9% 841
Momento Vertical (My) Transformadsa Mediana 5,158 4,37.107% 342
Média das Somas Transformada Mediana 50,158 4,37.1079% 837
Momento Diagonal Original Mediana 49,8057 4.93.107% g8.11
Segundo Momento Diagonal Original Mediana, 44,4331 6,07.1079% .12
Inércia Original Mediana, 39,6269 35,30.10797 818
Contraste Original Mediana 39,6269 5,38.10-%7 8.13
Luminfncia Méxima Original Mediana 37,0798 1,70.10798 8.9
Tonalidade dos Agrupamentos Transformada Mediana 33,7708 7,45.107% 832
Coeficiente de Variacio (CV) Original Mediana 32,2127 1,48.107% 810
Entropia Normalizada Transformada Mediana, 29,079 5,88.10~%% 843
Homogeneidade Local Transformada Mediana 28,4407 7,76.10-% 839
Momento Inverso da Diferenga Transformada Mediana 28,4407 7,76.107%%  8.36
Segundo Momento Diagonal Transformada Medjana 27,9376 9,65.10~% 833
Inércia Transformada Mediana 26,2553  2,00.10-9% 838
Contraste Transformada Mediana 26,2553 2,00.107%  8.34
Varisncia (Soma dos Quadrados) Original Mediana 23,818 5,64.107% 315
Momento Horizontal {Mx) Original Mediana 23,8037 5,67.10%
Momento Vertical (My) Original Mediana 23,8037 5,67.107%
Média das Somas Original Mediana, 23,8037 5,67.10°°* g17
Momento do Produto Original Mediana 23,6616 6,03.107% 8.14
Momento Diagonal Transformada Mediana 20,8876 1,92.10—02
Segundo Momento Angular Transformada, Mediana 19,8667 2,92.10793
Desvio Padrio Transformada Mediana 19,8233 2,97.10~98
Coeficiente de Variacio (CV) Transformada Mediana 19,8233 2,97.107%°
Media, Original Mediana 19,3671 3,58.10~98
Entropia Transformada Mediana 17,5123 7,57.10798
Probabilidade do Pico de Transicio Transformada Mediana, 13,0129 4,28.10-02
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Tabela 8.4: Varidveis com melhor desempenho

Ordem Varidvel - H p Figura
1° Peso Cardiaco 86,283 1,79.10°® g4
20 Peso Corporal 86,052 2,00.10-6 8.2
3°  Energia Média do Setor 16 64,044 67610712  8.49
4  Energia do Setor 16 63,465 8,87.10-12
&® Energia do Setor 17 63,313 9,53.107%2
6  Energia Média do Setor 17 63,201 1,00.10-1L
7° Energia do Setor 4 62,413 145107 851
8° Energia Média do Setor 4 62,310 1,53.107%
9° Energia do Setor 13 61,945 1,81.1074
10° Momento de Inéreia do Anel 2 61,875 1,.87.10711 8.52
11°  Momento de Inércia Médio do Anel 2 61,875 1.87.10°11
12°  Energia do Setor 7 61,547 2,18.10711  8.54
13°  Energia Média do Setor 13 61,514 222.1071
14°  Energia Média do Setor 7 61,513 2,22.1071
15°  Proeminéncia dos Agrupamentos da Transformada 61,470 2,26.1071!  8.29
16°  Energia do Anel 2 61,282 247.107H
17°  Energia Média do Anel 2 61,282 247.10711
18°  Energia Média do Setor 15 61,265 2.49.10-11
19° Energia do Setor 15 60,820 3,07.101
20°  Energia do Anel 3 60,799 3,10.1071%
21°  Energia Média do Anel 3 60,799 3,10.10-1¢
22°  Proeminéncia dos Agrupamentos 60,798 3,10.1071!  8.20
23°  Energia Média do Setor 14 60,763 3,15.10-11
24° Momento de Inércia do Anel 3 60,712 3,23.10-1¢
25° Momento de Inércia Médio do Anel 3 60,712 3,23.10°1¢
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Nterc de Mitoses em Percentagem
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Figura 8.5: Nimero de mitoses em porcentagem avaliado em 400 cardiomidcitos para cada
animal, em diferentes fases do desenvolvimento (p==8,78.10"%, H=58,5707, teste de Kruskal-
Wallis).
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Figura 8.6: Area dos nicleos dos cardiomiécitos (em pixels) em diferentes fases do desenvolvi-
mento (p=3, 53.107%, H=19 4, teste de kruskal-Wallis).
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Nimero de Candidatos A Ma.ier Corda
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Figura 8.7: Niimero de candidatos & maior corda dos nicleos dos cardiomidcitos {(p=7,7.1073,
H=17,47, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.8: Comprimento da maior corda dos niicleos dos cardiomiécitos em diferentes fases do
desenvolvimento (p=9,91.107°, H=33,127, teste de Kruskal-Wallis).
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O comprimento da maior corda dos nicleos (figura 8.8) é um dos pardmetros geo-
métricos mais comumente utilizados. E importante ressaltar que essa varidvel alcanga valores
méximos na idade adulta, devide ao alongamento dos niicleos dos cardiomidcitos.

03 Luminincia Maxima da Imagem QOriginal
! i ! ! Intérvalo de Confianca 85%
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Figura 8.9: Luminéncia maxima dos micleos dos cardiomiécitos em diferentes fases do desenvol-
vimento (p=1,7.10~%, H=37,08, teste de Kruskal-Wallis).

A luminancia mixima do nicleo do cardiomiéeito (figura 8.9) foi um dos pardmetros
utilizados para o calculo da entropia normalizada. Apresenta um comportamento irregular,

alcancando valores méaximos no dia 19 e valores minimos no dia 23.

8.3 Analise textural da cromatina dos ntcleos

A matriz de co-ocorréncia é uma ferramenta amplamente utilizada na descricio da
textura da cromatina nuclear. A seguir estdo os gréificos das 13 varidveis que apresentaram um
bom desempenho.

Estudando-se a matriz de co-ocorréncia da imagem nuclear, foi calculado o coeficiente
de variagéo, que € a razao entre o desvio-padrfio e a média, apresentado na figura 8.10. Esta
varidvel apresenta valores minimos no dia 21, com aumento rdpido nos primeiros dias de vida

pGs-parto, e estabilizacdo na idade adulta. Valores méximos foram obtidos ne dia 83 de vida
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Co%ﬁciente de Variagdo da Matriz de Co-ocorréncia da Imagem Original
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Figura 8.10: Coeficiente de variagdo (CV) da matriz de co-ocorréncia da imagem dos nticleos
dos cardiomiécitos (p=1,49.107°, H=32 21, teste de Kruskal-Wallis).

apGs a concepcao.

A figura 8.11 apresenta o comportamento decrescente do momento diagonal, al-
cancando valores méximos no dia 21 da gestagio, estabilizando-se na idade adulta.

O segundo momento diagonal (figura 8.12) alcanga valores méaximos no dia 21 apés
a concepgdo, com queda répida até o dia 30 apds a concepgio, estabilizando-se em seguida.

O contraste apresenta um pico no dia 21 de vida (figura 8.13), com evolugio decres-
cente nos primeiros dias de vida pés-parto e estabilizacdo na idade adulta.

A figura 8.14 apresenta o0 momento do produto da imagem nuclear, que apresenta um
comportamento irregular, alcancando valores minimos no dia 23 apds a concepgio.

A varidncia da matriz de co-ocorréncia (figura 8.15) apresenta um comportamento
muito semelhante ao do momento do produto (fgura 8.14).

A figura 8.16 demonstra o cormportamento crescente do momento inverso da diferenga,
que apresenta valores minimos no dia 21 da gestagfo, com aumento progressivo, mais intenso
nos primeiros dias de vida pés-parto.

A média das somas da matriz de co-ccorréncia da imagem dos nicleos (figura 8.17)
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Momento Diagonal da Matriz de Co-ocorréncia da Imagem Qriginal
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Figura 8.11: Momento diagonal da matriz de co-ocorréncia da imagem dos miicleos dos cardio-
miéeitos (p=4, 93.10~°, H=49,896, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.12: Segundo momento diagonal da matriz de co-ocorréncia da imagem dos nicleos dos
cardiomiécitos (p=.10", H=, teste de Kruskal-Wallis).
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Contraste da Imagem Original
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Figura 8.13: Contraste da matriz de co-ocorréncia da imagem dos nticleos dos cardiomideitos
(p=5,39.10"7, H=39,93, teste de Kruskal-Wallis).

Momento do Produto da Imagem Original
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Figura 8.14: Momento do produto da matriz de co-ocorréncia da imagem dos nicleos dos car-
diomidcitos (p="6,03.107%, H=23,66, teste de Kruskal-Wallis).
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Varidncia da Matriz de Co-ocorrénceia da Imagem Criginal
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Figura 8.15: Soma dos quadrados {varidncia} da matriz de co-ocorréncia da imagem dos nicleos
dos cardiomiécitos (p=5,64.107%, H==23,818, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.16: Momento inverso da diferenca da matriz de co-ocorréncia da imagem dos nicleos
dos cardiomidcitos (p=3,06.10~%, H=50,93, teste de Kruskal-Wallis).
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Média das Somas da Imagem Original
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Figura 8.17: Média das somas da rmatriz de co-ocorréncia da imagem dos niicleos dos cardio-
midcitos {p=>5,67.107%, H=23,8, teste de Kruskal-Wallis).

apresenta wm comportamento irregular, semelhante 3s figuras 8.14 e 8.15.

A figura 8.18 representa a inércia da textura nuclear, assumindo um pico no dia 21
de vida, estabilizando-se na idade adulta.

A homogeneidade local da textura nuclear é apresentada na figura 8.19. Esta varigvel
apresenta valores minimos no dia 21, com aumento progressivo, mais rdpido nos primeiros dias
de vida pés-parto. Gréfico semelhante a0 momento inverso da diferenca (figura 8.16).

A figura 8.20 representa a proeminéncia dos agrupamentos da textura nuclear, que
assume valores mdximos no dia 21, e rapidamente diminui nos primeiros dias de vida pés-parto,
estabilizando-se em seguida.

O efeito das diferentes texturas artificiais na proeminéncia dos agrupamentos ¢ ilus-
trada na figura 8.21. Observa-se que a textura nuclear original assume valores muito préximos
aos da textura ordenada. Entretanto, nio estdo representadas as linhas da textura ‘xadrez’
{cujos valores foram sempre zero}, ‘aleatério’ e ‘harménico’ cujos valores foram muito maiores,
na ordem de 2,8.10% e 1,3.10°%, respectivamente.

A figura 8.22 descreve o comportamento do desvic-padrao da matriz de co-ocorréncia
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Inércia da Matriz de Cc-ocorréncia da Imagem Original
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Figura 8.18: Inércia da matriz de co-ocorréncia da imagem dos nicleos dos cardiomidcitos
(p=5,39.10"7, H=39,63, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.19: Homogeneidade local da matriz de co-ocorréncia da imagem dos niicleos dos car-
diomibcitos (p=3,06.10~°, H=50,93, teste de Kruskal-Wallis).
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Proeminéncia dos Agrupamentos da Imagem Original
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Figura 8.20: Proeminéncia dos agrupamentos da matriz de co-ocorréncia da imagem dos niicleos
dos cardiomiéeitos (p=3,1.1071!, H=60,798, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.21: Efeito das texturas na proeminéncia dos agrupamentos da imagem dos nicleos dos
cardiomiécitos.
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sDesvio-Pa,&rélo da Matriz de Co-ocorréncia da Imagem Original
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Figura 8.22: Desvio-padrio da matriz de co-ocorréncia da imagem dos niicleos dos cardiomiéeitos
(p=4,51.107%%, H=55,06, teste de Kruskal-Wallis).

da imagem dos nicleos dos cardiomidcitos, com valores minimos no dia 21 de vida total, com
aumento acentuado nos primeiros dias de vida pds-parto, com estabilizacsio a partir do dia 30

de vida total.

A tonalidade dos agrupamentos dos niicleos {figura 8.23) é a tinica variavel com valores
negativos, apresentando valores minimos no final da gestaco, com aumento répido até o dia 27

de vida total (dia 5 de vida pés-parto), com estabilizacio dos seus valores a partir dessa idade.

A figura 8.24 descreve o efeito de texturas artificiais na tonalidade dos agrupamentos.
A textura ‘ordenada’ apresenta valores muito préximos aos da textura nuclear ‘original’ em
todas as etapas do desenvolvimento. A textura ‘aleatéria’ se torna préxima da textura ‘original’
a partir do dia 43 apds a concepgdo. A textura “xadrez’ sempre asswmiu valor zero em todas as

idades.

A entropia da imagem dos nicleos (fgura 8.25) apresenta valores méximos no dia
21 da gestacdo, com redugdo progressiva a partir de entdo, com diminui¢cio mais intensa nos
primeiros dias de vida pds-parto.

As diferentes texturas artificiais, quando utilizadas para se calcular a entropia da ma-
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Tonalidade dos Agrupamentos da Imagem Original
1000 A R R BN B B B

o0 R g

2000 freeoeees e = - .......... S -
-3000 .......... —
-4000 .......... S——
-5000 s SO .......... —
6000 RN QU NS SN W S
~T000 b= ......... ......... ........... s .......... ........ -

-8000 - S A S S NS SR SRR ST S -
9000 i ; i i Intervalo de Conflanca 95%

30 40 50 80 70 80 a0
Idade Total {dias)

Figura 8.23: Tonalidade dos agrupamentos da matriz de co-ocorréncia da imagem dos nicleos
dos cardiomidcitos (p=9,25.107 | H=58 458, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.24: Efeito das texturas na tonalidade dos agrupamentos da imagem transformada dos
nicleos dos cardiomideitos.
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Entropia da Matriz de Co-ocorréncia da Imagem Original
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Figura 8.25: Entropia da matriz de co-ocorréncia da imagem dos micleos dos cardiomidcitos
(p=4,32.10~%, H=5515, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.26: Efeito das texturas na entropia da matriz de co-ocorréncia da imagem dos nicleos
dos cardiomidcitos.
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triz de co-ocorréncia (figura 8.26), formaram um gréfico extremamente interessante: os majores
valores da entropia da matriz de co-ocorréncia sio da textura ‘aleatéria’, seguida pela textura
‘original’ ‘ordenada’ ‘harménica’ ¢ ‘xadrez’.

Segundo Morento Angular da Imagem Original
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Figura 8.27: Segundo momento angular da matriz de co-ocorréncia da imagem dos niicleos dos
cardiomicitos {p=6,68.10~1%, H=5421, teste de Kruskal-Wallis).
O segundo momento angular (figura 8.27) apresenta um comportamento semelhante &
figura anterior, apenas com um leve aumento no dia 83 de vida total (dia 60 de vida pés-parto).
A probabilidade do pico de transicio (gura 8.28) é muito semelhante 3 figura 8.28,

com poder discriminante muito préximo.

88



Probabilidade do Pico de Transicio da Imagem Original
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Figura 8.28: Probabilidade do pice de transico da matriz de co-ocorréncia da imagem dos
niicleos dos cardiomidcitos (p="9, 94.10~10, H=53.36, teste de Kruskal-Wallis).

8.4 Anadlise textural da transformada de Fourier

A figura 8.29 apresenta a varidvel com o melhor poder discriminante entre aquelas
derivadas da matriz de co-ocorréncia. Apresenta valores maximos no dia 21, com rapido declinio
nos primeiros dias pés-parto, com estabilizagio a partir do dia 30 (dia 8 pés-parto).

A figura 8.30 retrata a importante queda do poder discriminante da proeminéncia
dos agrupamentos da imagem transformada devido & auséncia do amaciamento das bordas dos
niicleos. Observa-se uma mudanca importante no comportamento da varidvel, chegando a al-
cancar valores nove vezes maiores.

Q efeito das diferentes texturas artificiais na proeminéncia dos agrupamentos é mos-
trado na figura 8.31. A textura ‘xadrez’ apresentou os maiores valores, seguido pelas texturas
‘original’, ‘harménica’, ‘aleatdria’ e ‘ordenada’. E interessante observar que, utilizando-se esta
varidvel, a textura ‘original’ varia entre as texturas ‘xadrez’ e ‘harmonica’.

A tonalidade dos agrupamentos da imagem transformada dos cardiomiéeitos (figu-
ra 8.32) apresenta valores méximos no dia 21, com wma queda abrupta dos seus valores ao

nascimento, apresentando a partir de entdo um comportamento estabilizado.
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Proeminéncia dos Agrupamentos da Imagem Transformada
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Figura 8.29: Proeminéncia dos Agrupamentos da matriz de co-ocorréncia da Imagem Transfor-
mada (p=2,26.107", H=61,47, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.30: Proeminéncia dos agrupamentos da imagem transformada sem amaciamento das
bordas dos micleos dos cardiomideitos (p=8,45.10™5, H=28,2441, teste de Kruskal-Wallis).
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Proeminéncia dos Agrupamentos da Imagem Transformada
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Figura 8.31: Efeito das texturas na proeminéncia dos agrupamentos da imagem transformada
dos niclecs dos cardiomidcitos.
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Figura 8.32: Tonalidade dos agrupamentos da imagem transformada dos cardiomidcitos
(p=T,45.107%, H==33,77, teste de Kruskal-Wallis).
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Segundo Momento Diagonal da Imagem Transformada
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Figura 8.33: Segundo momento diagonal da imagem transformada dos cardiomidcitos
(p=9,65.107°%, H=27,938, teste de Kruskal-Wallis).

O segundo momento diagonal da imagem transformada dos cardiomidcitos (figura
8.33) apresenta um comportamento muito irregular, com valores minimos 1os dias 21 e 43 de

vida apds a concepcdo, e valores maximos no dia 83.

O comportamento do contraste da imagem transformada dos cardiomideitos (figura

8.34) ¢ idéntico & figura 8.33 (segundo momento diagonal da imagem transformada).

A variincia (soma dos quadrados) da matriz de co-ocorréneia da imagem transforma-
da dos cardiomi6citos (figura 8.35) apresenta valores maximos entre os dias 19 e 23 de vida apds
a concepgdo, rezundindo-se rapidamente nos primeiros dias apés a concepgdo, com estabilizagao

a partir do dia 30.

O momento da diferenca inverso da imagem transformada dos niicleos dos cardio-
mibcitos (figura 8.36) apresenta um comportamento muito irregular, inversamente proporcional
ao comportamento do segundo momento diagonal (figura 8.33) e do contraste {figura 8.34).

A figura 8.37 representa a média das somas da matriz de co-ocorréncia da imgem
transformada dos niicleos dos cardiomiécitos, com comportamento muito semelhante ao da va-

ridncia da matriz de co-ocorréncia (figura 8.35).
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Contraste da Imagem Transformada
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Figura 8.34: Contraste da imagem transformada dos cardiomiécitos (p=2,0.107%, H=26,255,
teste de Kruskal-Wallis}.
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Figura 8.35: Soma dos quadrados (varidncia) da matriz de co-ocorréncia da imagem transfor-
mada dos cardiomiéeitos (p=2,6.107°, H=51,279, teste de Kruskal-Wallis).
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Momento da Diferenga Inverso da Imagem Transformada
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Figura 8.36: Momento da diferenga inverso da imagem iransformada dos cardiomidcitos
(p=7,76.10~5, H=28 441, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.37: Média das somas da imagem transformada dos cardiomidcitos (p=4,37.10"9,
H=50,158, teste de Kruskal-Wallis).
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Inéreia da Matriz de Co-ocorréncia da Imagem Transformada
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Figura 8.38: Inércia da matriz de co-ocorréncia da imagem transformada dos cardiomidcitos
(p=2,0.10™*, H=26,255, teste de Kruskal-Wallis).

A inércia da maitriz de co-ocorréncia da imagem transformada dos niclecs dos cardi-
omiécitos (figura 8.38) apresenta valores idénticas ao contraste da mesma imagem (figura 8.34).

A homogeneidade local da imagem transformada dos niicleos dos cardiomidcitos (figu-
ra 8.39) apresenta umn comportamento muito irregular, semelhante ao do momento da diferenca
inverso (figura 8.36).

A figura 8.40 apresenta a evolugio do momento do produto da imagem transformada
dos niicleos dos cardiomidcitos apresenta um comportamento muito semelhante ao da média das
somas da mesma imagem (figura 8.37).

O momento horizontal da imagem transformada dos nicleos dos cardiomibeitos (fi-
gura 8.41) apresenta um comportamento muito semelhante ac da figura anterior (momento do

produto).

O momento vertical da imagem transformada dos nicleos dos cardiomidcitos {figura
§.42) apresenta um comportamento idéntico ao da figura anterior {momento horizontal).

A entropia normalizada da matriz de co-ocorréncia da imagem transformada dos

nticleos dos cardiomidcitos (figura 8.43) apresenta um comportamento muito semelhante ao da
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Homogeneidade Local da Imagem Transformada
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Figura 8.39: Homogeneidade local da imagem transformada dos cardiomidcitos (p=7,76.10"5,
H=28,441, teste de Kruskal-Wallis).

Momento do Produto da Matriz de Co—ocorréncia da Imagem Transformada
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Figura 8.40: Momento do produto da imagem transformada dos cardicmidcitos (p=2,21.10"9,
H=51,63, teste de Kruskal-Wallis).
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Momento Horizontal {Mx) da Matriz de Co-ocorréncia da Imagem Transformada
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Figura 8.41: Momento horizontal (Mx) da imagem transformada dos cardiomideitos
(p=4,37.10~%, H=50,158, teste de Kruskal-Wallis).

Momegto Vertical (My) da Matriz de Co-ocorréncia da Imagem Transformada
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Figura 8.42: Momento vertical (My) da imagem transformada dos cardiomidcitos {(p=4,37.10~9,
H==50,158, teste de Kruskal-Wallis).
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Entropia Normalizada da Matriz de Co-ocorréncia da Imagem Transformada
] | H

1.65 T T T
1.64 l
1.83
1.62
1.61

1.8

N . T |
36 40 50 60 70 80 90
Idade Total (dias)

Figura 8.43: Entropia normalizada da matriz de co-ocorréncia da imagem transformada dos
cardiomidcitos (p=5,88.107°, H=29,079, teste de Kruskal-Wallis).

Inércia da mesma imagem (figura 8.38).

8.5 Informacgoées gerais das imagens transformadas

A lumindncia méxima da imagem transformada (figura 8.44) indica a intensidade
méxima alcan¢ada pelo logaritmo do momento de inércia. Apresenta um comportamento seme-
Ihante aos das figuras 8.40, 8.41 e 8.42.

A lumindncia mixima da imagem transformada sem amaciamento das bordas dos
nicleos (figura 8.45) alcangou valores maiores do que a técnica com amaciamento das bordas.
Entretanto, a varidvel sofren uma importante queda do poder discriminante. Este grafico é
particularmente interessante porque esta varidvel foi a que obteve o melhor desempenho diseri-
minante entre todas as varidveis calculadas a partir de imagens transformadas de niicleos sem
amaciamento das bordas.

A lumindncia méxima da transformada de Fourier se altera com o uso de texturas
artificiais, como é mostrado na figura 8.46. A textura ‘ordenada’ assume valores muito semelhan-

tes, levemente inferiores acs da textura ‘original’. Fm ordem crescente, as texturas ‘aleatéria’,
7
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Luminincia Méaxima da Imagem Transformada
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Figura 8.44: Luminincia méxima da imagem transformada dos cardiomiécitos (p=8,58.1071L,
H=58,619, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.45: Luminincia maxima da imagem transformada sem amaciamento das bordas dos
micleos dos cardiomideitos (p=1,02.10"7, H==43,2919, teste de Kruskal-Wallis).
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Luminincia Maxima da Imagem Transformada,
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Figura 8.46: Efeito das texturas na luminincia mixima da imagem transformada dos nfcleos
dos cardiomidcitos.

‘harménica’ ¢ ‘xadrez’ apresentam valores bem maiores que os da textura, ‘original’.

A figura 8.47 apresenta a quantidade total de energia das oscilages da luminincia no
espago contida na textura dos niicleos dos cardiomidcitos. Apresenta um comportamento muito
irregular, assumindo valores minimos no dia 23, e valores maximos nos dias 19 e 43 de vida apés
a concepcao.

O momento de inércia total (figura 8.48) pode ser entendida como uma soma de todas
as amplitudes das fungbes harménicas que formam a imagem. Apresenta valores méximos em
torno do dia 21 apds a concepgio, com queda rdpida dos seus valores nos primeiros dias de vida

pés-parto, estabilizando-se a partir do dia 30.

8.6 A distribuicdo da informacio textural

A varidvel que isoladamente teve o melhor desempenho em discriminar os sete grupos
etdrios foi a energia média do setor 16 (figura 8.49). Esta varidvel possui um comportamento

muito semelhante ao do momento de inércia total (figura 8.48).

A energia média do setor 16 da imagem transformada dos nicleos sem amaciamento
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- Energia Total da Imagem Transformada
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Figura 8.47: Energia total da imagem trasformada dos niicleos dos cardiomiéeitos (p=5,08.1074,
H=24,064, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.48: Momento de inércia total da imagem transformada dos cardiomiécitos
{(p=3,53.107 19 H=55,583, teste de Kruskal-Wallis).
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Energia Média do Setor 16 (60° a 70°)
1600 ] % s ] ] s s I
%108 i f ; : § : § :
140{) s o mmmmm .. ......... '. .......... é..._.......g_..u.......;_....__....'._.‘.....-? .......... ;, ........ -
: : : Intervalo de Confianga 85%

1200 b=--een- g ........ ........ , ...... a .......... S— o]

1000 boreeeeree ......... ........ .......... , ........ _
800 |t
600 boeeeene feeeaaans A SN e S SV SO SRSt S -

P SOSSES S SU SOU M B §m

200 i é j i i 5 i i
30 40 50 60
Idade Total (dias)

Figura 8.49: Energia média do setor 16 (entre 60° e 70° em sentido hordrio) da Imagem Trans-
formada (p=6, 76.10712, H=64,0435, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.50: Energia média do setor 16 da imagem transformada sem amaciamento das bordas
dos nicleos dos cardiomidcitos {p=0,654, H=4,16493, teste de Kruskal-Wallis).
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das bordas (figura 8.50) é extremamente diferente por causa da brusca mudanga da lurminéncia
nos contornos nucleares. Neste caso, a falta do amaciamento das bordas fez perder todo o poder
discriminante da varidvel
%0 Energia do Setor 4 da Imagem Transformada
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Figura 8.51: Energia do setor 4 da imagem transformada dos cardiomiéeitos {p=1,45.107",
H=62,41, teste de Kruskal-Wallis).

A energia do setor 4 (situada entre 50° e 60° em sentido anti-hordrio em relagio &
direcdo da maior corda) é mostrada na figura 8.51. Apresenta valores mdximos ao redor do
dia 21 apds a concepgio, sofre uma ripida reducio nos primeiros dias de vida pds-pario, com
estabilizacio apds o dia 8 pds-parto (dia 30 apds a concepgéo}.

O momento de inércia médio do anel 2 (periodos espaciais entre 1,8 a 3,6 pm, vide a
tabela 12.3) foi a varidvel mais discriminante dentre aquelas que foram calculados a partir dos
hemianéis da imagem transformada (figura 8.52). Seus valores sdo decrescentes com a idade,
estabilizando-se a partir do dia 30 apds a concepgio (8 dias de vida pés-parto).

A figura 8.53 apresenta o momento de inércia médio do anel 2 da imagem transformada
dos nticleos semn amaciamento das bordas. A presenga de descontinuidades da imagem provoca
uma sensivel queda do poder discriminante.

A figura 8.54 descreve a emergia contida no setor 7 (energia situada entre 60° e 70°
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Momento de Inércia Médio do Anel 2
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Figura 8.52: Momento de inércia médio do anel 2 (periodo espacial entre 1,8 e 3,4um } da
imagem transformada (p=1,87.10"", H=61,875, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 8.53: Momento de inércia médio do anel 2 da imagem transformada sem amaciamento
das bordas dos nicleos dos cardiomidcitos (p=2,06.1073, H=20,7079, teste de Kruskal-Wallis).
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Energia do Setor 7 da Imagem Transformada
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Figura 8.54: Energia do setor 7 da imagem transformada dos cardiomidcitos (p=2, 18.10-1%,
H=61,5466, teste de Kruskal-Wallis).

em sentido anti-hordrio em relacdo & diregdo da maior corda). Valores méximos sio obtidos
no final do periodo gestacional, com declinio acentuado nos primeiros dias de vida pés-parto,

estabilizando-se apds o dia 30 apds a concepcio (dia 8 pds-parto).

105



Capitulo 9

Discussao

8.1 Sobre as Varisdveis Estudadas

Baseando-se nos resultados obtidos, as caracteristicas texturais da imagem original e
da imagem transformada, que sfo intimamente relacionadas, produzem varidveis bem diferen-
tes. Assim, pode ser obtido a partir das mesmas imagens outras informagdes completamente
diferentes, fornecendo mais dados para serem utilizados numa andlise discriminante linear.

O contraste da imagem nuclear (figura 8.13), descrito por Haralick (1973) é idéntico
3 inércia descrito por He (1988).

A elaboragdo da matriz de co-ocorréncia proposta por Haralick {1973) merece ser
revista e modificada. A metodologia empregada cria uma matriz P simétrica em relacio 4
diagonal principal, devido ao fato de que para cada transi¢io { — 7, s3o incrementados P(i, 7)
e P(j,7}. Uma modificacio pode ser proposta, incrementando apenas P{4,),com as seguintes
vantagens: a) redugdo do tempo de processamento; b)geracio de uma matriz P assimétrica,
que torna o momento horizontal (Mx) diferente do momento vertical {(My); c¢)possibilidade da
criago de varidveis gue medem a assimetria da matriz de co-ocorréncia; e d)potencialidade de se
obter matrizes de co-ocorréncia diferentes a partir da mesma imagem, em 8 direcdes diferentes,
ao contririo do que Haralick (1973) propds, limitando a apenas 4 direcdes.

E interessante notar que o momento de inércia total (Bgura 8.48) possui um poder
discriminante major que a energia total (figura 8.47). Outro fato digno de nota é que a energia do

anel 1 possui um poder discriminante idéntico ao da energia total, que pode ser explicado porque
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cerca de 90% da energia da transformada de Fourier se concentra préximo ao centro da imagem
(GONZALEZ & WINTZ, 1987). Pode-se, portanto, inferir que o momento de inércia seria wma
forma mais balanceada de representar & informacio textural da imagem, com vantagens sobre

a energia.

A entropia da matriz de co-ocorréncia (figura 8.25) nos revela a existéncia de um pro-
cesso de diferenciacio nuclear progressivo, por apresentar valores cada vez menores, denotando

uina organizagio malor.

Neste trabalbo foi demonstrado a diminuicio do poder discriminante causado pe-
la retirada do amaciamento das bordas nucleares. Quatro varidveis provenientes da imagem

transformada foram apresentadas, com reducfio sensivel do poder discriminante.

9.2 O Limite de Resolugao e a Amostragem

Uma caracteristica importante das imageﬁs geradas pelo microscdpio dptico é o seu
limite de resolugfo. Isto é, a luz ndo consegue descrever detalhes menores que o seu comprimento
de onda (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995). Em outras palavras, altas fregiiéncias espaciais
cujo periodo espacial for menor que o dobro do limite de resolucéic ndo podem ser representadas,
ou melhor, as altas freqiiéncias espaciais sfo filtradas. Assim, o microscépio éptico se comporta
como um filtro passa baixa, isto é, deixa passar apenas as baixas freqiiéncias espaciais. Isto sig-
nifica uma vantagem para quem utilizar a anilise de Fourier, porque pode-se ter a certeza de que
nfo existem freqiiéncias espaciais tdo altas que a cAmara digitalizadora ndo possa capturar. Este
fendmeno ocorre quando se utiliza grandes aumentos, geralmente entre 600x a 1000x, necessi-
tando comumente de imersao a éleo. Uma conseqiiéncia préitica e interessante deste fendmeno &
que se pode tragar na imagem transformada o limite de resoluciio como uma circunferéncia cujo
centro coincide com o centro da mesma. O raio desta circunferéncia é inversamente proporcional

ac dobro do limite de resolugfio da lente objetiva do microscdpio utilizado.
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9.2.1 A Discretizagdo da imagem

A transformada de Fourier discreta de uma imagem digital é considerada como uma
aproximacao da transformada de Fourier contfnua da bmagem de onde a imagem digital foi
obtida. Essa aproximac8o é sujeita a varios efeitos importantes causados pela natureza do
processo de digitalizagiio. A gqualidade da aquisicdo depende do fabricante, e artefatos, tais
como linhas horizontals, interferéncias e interpolacBes podem ocorrer. Mas mesmo assim, a
transformada de Fourier discreta representa precisamente o espectro de uma imager digital,
independente da qualidade do processo de aquisi¢do da imagem digital {JAMES, 1987).

A digitalizacio de wma imagem f{x,y) por um microchip de uma videocAmera que
realiza uma amostragem a cada intervalo A (cerca de 0,1 pm), pode produzir uma distorgio
{frequency aliesing) se a textura da imagem tiver variagGes da lumindncia de fregiiéncia maior
que a freqiiéncia critica de Nyquist (GONZALEZ & WINTZ, 1987). Em outras palavras, a
amostragem critica de uma onda € no minimo de dois pontos por ciclo. Havendo uma fregiiéncia
espacial maior, ocorrerd a obtencdo de valores quase aleatérios (PRESS et al., 1992). Neste
caso, as freqiiéncias que ultrapassarem a freqiiéncia critica serfo representadas na borda oposta,
como se a imagem transformada fosse toroidal. Assim, isto pode ser motivo de distorgdes que
poderiam prejudicar a andlise de imagens microscopicas, a tal ponto de mascarar caracteristicas
importantes na periferia da transformada ou até gerar resultados irreais.

Alguns trabalhos anteriores (GONZALEZ & WINTZ, 1987,
MILES & JAGGARD, 1981} que estudavam imagens digitalizadas em microscopia G4ptica
forneceram a abertura numérica {AN) de suas objetivas e a resolucio espacial A da vide
ocamera. Com isto, fol possivel a avaliagdo da ocorréncia de distorgdes nos trabalhos publicados
(KUO et al., 1988, BANDA-GAMBOA et al., 1993), sabendo-se que o limite de resolugdo (LR)
de uma objetiva ¢ obtido pela férmula (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995):

_0,61x _ 0,61
" nsing AN

LR (9.1)

gsendo A o comprimento de onda da luz em micrdmetros, n sendo o indice de refracdo entre a
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lente e o Sleo (ou ar), e o o semi-angulo de abertura do cone luminoso, sendo n sin & denominado
de abertura numeérica (AN), um valor que é fornecido para cada objetiva pelo fabricante. O
limite de resolugdo (LR) representa o perfodo da freqiiéncia espacial méxima (Finez) da imagem
microscopica, de maneira que dois pontos separados por wma distdncia menor que o limite de

resolugao serao vistos unidos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1985).

1

qux = Z’ﬁ (9.2)

A resoluglio espacial A da videocdmera denota a distincia entre duas amostragens.
Para qualquer intervalo de amostragem A, pode ser calculads a freqiiéncia critica de Nyquist

(PRESS et al., 1992):

1

chﬁ

(9.3)

Assim, para que nfo ocorra distorgdes na transformada de Fourier, deve-se respeitar

a seguinte relagfo:

Froz < Fe (9.4)
Ou sgja:
Al (9.5)

O intervalo de amostragem da videocimera deve ser menor ou igual & metade do limi-
te de resolugdo. Assim, a resolugo da videocidmera deve ser muito boa para permitir descrever
bem a freqiéncia espacial méxima da imagem microscépica. Faltam ainda algumas considerages
com relagao ao comprimento de onda da luz A . Cormno as videocimeras analisam as intensidades
lumincsas correspondentes ac vermelho, verde e azul em trés microchips separados, o menor
limite de resolucdo corresponde ao da luz azul ( 435,8 nm (GONZALEZ & WINTZ, 1987) de-

finido pelo International Commission of INlumination em 1931 }, sendo a cor que pode mais
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se aproximar de A . Assim, aplica-se esse teste para afastar possiveis incompatibilidades que
possam existir entre a videocmera e as objetivas, evitando-se erros sistemdticos.

Por exemplo, utilizando-se ¢ sistema KS-300, gue possul um microscopic Zeiss, com
uma objetiva Achroplan de imersio a dleo de 100 aumentos, com abertura numérica de 1,25,
adotando-se ¢ comprimento de onda da luz azul porgue produz a melhor resolugio :

Limite de resolugdo:

_0,61.0,4358

LR = T35 = 212nm (9.6}

Entdo a resolugdo da videocimera devers ser:

A<kl (8.7)
2
A < 106nm/pizel (9.8)

Em um trabalho que forneceu dados sobre o equipamento utilizado, Banda-Gamboa
(BANDA-GAMBOA et al., 1993) utilizou uma objetiva com a mesma abertura numérica, porém
com um intervalo de amostragem de 290 nm/pixel. Assim, ndo foi satisfeita a exigéncia da
inequagio 9.8. Outros trabalhos sequer citam as condigdes em que as imagens foram adquiridas
(PRESSMAN, 1976, VRIES et al., 2000).

Apenas como ilustragdo, é possivel assinalar na transformada de Fourier o limite de
resolucio do microscépio dptico. Por exemplo, utilizando-se uma matriz de 512x512 pixels para
o célculo da transformada discreta (L = 512 pixels), e conhecendo-se o limite de resolugdo LE =
0,212um, através da equagdo 9.2 pode ser calculada a freqiiéncia espacial maxima Fpg, = 4,72
ciclos/um, ou f = 0,472 ciclos/pixel. Utilizando-se a esquacfo 2.1, obtemos a distdncia em
pixels do centro da imagem transformada (d = 241,5 pixels}. O limite de resolucdo pode ser

representado como uma circunferéncia com este raio.
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9.3 A andlise espectral na biologia e medicina

Na literatura cientifica, podem ser encontrados trabalhos que utilizaram a
transformada de Fourier para se estudar a forma de contornos nucleares, e de até
mesmo de aberturas nasais de créinios. Cutros trabalhos realizaram s transfor-
mada de FPourier através da difracio do laser em instrumentos opticos, utilizando
imagens microscopicas {(KOPP et al., 1976, GUERIN et al., 1986, OSTROWSKI et al., 1983,
DZIEDZIC-GOCLAWSKA et al., 1982, MILES & JAGGARD, 1980, PERNICK et al., 1978c,
WOHLERS et al., 1978, PERNICK et al., 1978a, TUERKE et al., 1878). Apesar de produsir
imagens transformadas instantaneamente, tais equipamentos apresentam desvantagens em re-
lagéo aos computadores, porque nestes as imagens digitais podem sofrer um pré-processamento,
filtrando descontinuidades e selecionando as texturas a serem estudadas, Poucos trabalhos em-
pregaram a transformada de Fourier na anglise de texiuras de Imagens digitais na anatomia
patoldgica.

Pode-se atribuir esta falta de interesse ao fato de que 0 método possui um fundamen-
to matematico pouco atraente, com uma teoria demasiadamente elaborada para ser entendido
pela maioria dos profissionais da 4rea de satide. Alguns trabalhos subtilizaram as informacdes
fornecidas pela imagem transformada, utilizando apenas poucos parametros ou realizando sim-
plifica¢des extremas, demonstrando pouco conhecimento sobre 08 principios envolvidos. Nestes
casos, o aprofundamento da andlise poderia aumentar o poder discriminante.

Outros trabalhos se propuseram a investigar caracteristicas texturais em modelos
bioldgicos pouco adequados, onde o método apresenta pouco poder discriminante. Os modelos
bioldgicos mais adequados para a utilizagio da anslise de Fourier sio aqueles que produzem
imagens anisotropicas, possuindo texturas com uma importante orientacdo direcional, como per
exemplo, na imagem de um corte longitudinal de um nervo ou de um misculo. Em segundo lugar,
as texturas harménicas, ritmicas, cujos elementos forraadores possuem dimenstes definidas, como
fibras coldgenas, parénquima hepético, o corte transversal de um nervo ou miisculo. Em terceiro

lugar estio os modelos onde tenta-se diferenciar duas texturas isotropicas entre si. Neste 1iltimo
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caso, a composicdo das freqiiéncias espacias pode discriminar texturas entre si.

Muitos estudos que utilizaram a transformada de Fourier podem ser criticados pela
resolucio insuficiente na cimara de digitalizaciic, gerando artefatos que dificultavam a discri-
minagho entre o8 grupos de imagens. Nenhum trabalho utilizou técnicas de pré-processamento,

visando a filtragem de descontinuidades e a selegfo das dreas a serem estudadas.

0.4 As descontinuidades das bordas nucleares

Em niicleos de células, a transformada de Fourier é composta pelo espectro da tex-
tura da cromatina e pelo efeito da descontinuidade das bordas nucleares. Ao se amaciar as
bordas nucleares, desaparecem componentes de alta freqliéncia que formavamn a transicdo abrup-
ta da lumindncia na borda nuclear. Na imagem transformada, essas altas freqiiéncias formam
anéis concéntricos, que em algumas direcSes sdo mais intensos, formando acentuagdes radiais.
Esses anéis jé foram descritos em estudos de refragiio por laser, chamados de anéis de Airy
(BANDA-GAMBOA et al., 1993), e sio indesejdveis porque se superpdem ao espectro da cro-
matina nuclear, prejudicando o seu estudo numa andlise discriminante.

Uma alternativa para eliminar as descontinuidades produzidas pelas bordas dos
niicleos das células é diminuir ao médximo a mudanga abrupta da luminancia, aplicando um
fundo com a lumindncia média do nucleo segmentado e amaciando com filtros de média as re-
gifes préximas s bordas nucleares. Este processo é chamado de pré-processamento da imagem,
visto que se opera na imagem antes de ser transformada.

Como exemplos de pds-processamento, existem {A) a andlise da distribuicio da infor-
magio textural, (B) o cdlculo do perfil da imagem transformada e (C) a extragio de pardmetros
estatisticos texturais da imagem transformada.

A distribui¢gdo da informagdo textural na imagem transformada pode ser analisada
sob a forma de espectro de Fourier, espectro de poténcia ou de momento de inércia. Em cada
uma destas representagdes, pode ser comparado a distribuicio da energia em cada diregio e cada

freqgiiéncia
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9.5 O significado de cada varidvel obtida

A medidaem que se explora osg conceitos envolvidos com a textura da transformada de
Fourier e a distribui¢fio da informagio textural contida nela, é dever do pesquisador exprimir uma
opiniao quanto a0 significado prético de cada achado. Fm alguns casos, as varigveis selecionadas
podem chegar ser conceitos tdo abstratos e pouco intuitivos, sendo dificil de se entender.

Uxna tentativa de se avaliar o significado de cada valor obtido, cinco varidveis foram
utilizadas para realizar comparacdes entre texturas artificiais conhecidas {vide figuras 8.21, 8.26,
8.24, 8.31 e 8.46). Estes tipos de gréficos permitem situar as texturas nucleares num espectro

de padrdes, favorecendo aproximagSes.
9.6 Apreciacao de outros trabalhos

Um trabalho recente (CLARK, 2001) apresenta uma reviso de trabalhos que uti-
lizaram a transformada de Fourier para analisar imagens de microscopia eletronica do tecido
conjuntivo da cérnea e da esclera. Conseguiu-se demonstrar a diferenca na organizacio ultra-
estrutural, apesar de nfo utilizar técnicas para eliminar a descontinuidade provocada pelas
bordas das imagens quadradas. Na hora de extrair caracteristicas discriminantes, subutiliza os
dados fornecidos pela imagem transformada, empregando apenas o ponto de inflexio do perfilna
escala logaritmica. Poderia utilizar muito mais varisveis extraidas das imagens transformadas.
Conclui que a especializacio da ultraestrutura do coldgeno I altera a funcio do tecido conjun-
tivo, tornando-o transparente ou opaco, analisando a disposigéo ¢ a espessura das fibras. Nao
forneceu dados quanto ao limite de resolucio do ME e do intervalo de amostragem da cimara
digitalizadora.

Foi relatado que um bom poder discriminante foi obtide analisando-se so-
mente as mdscaras bindrias dos mnicleos da citologia esfoliativa do colo do ttero
(BANDA-GAMBOA et al, 1993). Mas melhores resultados foram alcacados quando se utili-
zou a textura nuclear. Este estudo poderia, com grande possibilidade, fornecer resultados mais

satisfatérios se fossem filtradas as descontinuidades das bordas, eliminando a superpesicio da
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informagio textural com os anéis de Airy. Forneceu dados sobre a lente objetiva usada, bem co-
mo o intevalo de amostragem, que se revelou insuficiente, causando aliasing. Selecionou guatro
caracteristicas texturais de Haralick que foram as mais poderosas na discriminacio das células:
O contraste, a média, a homogeneidade local e a entropia. Neste trabalho, o contraste e a
homogeneidade local ficaram entre os que tiveram maior poder discriminante.

A orientagdo das fibras coldgenas da derme lesional e nio lesional de pacientes com
esclerodermia foi comparada utilizando-se o conceito de indice de orientac8o (orientation ratio),
discriminando com sucesso as imagens (VRIES et al., 2000). Foram comparados os resultados
com os de outro método, com resultados superiores sobre ¢ da refragio do laser. Foram su-
butilizadas as informacgdes fornecidas pelas imagens transformadas, aplicando wma limiarizacio
(thresholding}, binarizando a imagem e estudando a forma da figura obtida. Poderiam ser usadas
técnicas de detecgfo de anisotropia.

A transformada de Fourier de imagens histolégicas de tumores malignos da préstata
pode classificar corretamente 97,2% dos casos (SMITH et al., 1999). Foram segmentados os
4cinos das glandulas prostdticas manualmente, mas as imagens bindrias das glandulas apresen-
taram um poder discriminante menor, comparadas com as imagens originais. Nao foi filtrada
qualquer descontinuidade na imagem, e isto pode causar distorgdes nos resultados. O intervalo
de amostragem fol muito grande para a resolugio empregada, mas mesmo assim se obteve bons
resultados.

Num estude utilizando um sistema 6ptico coerente para a andlise dos padrdes de
refracio do laser em esiregagos citolégicos (WOHLERS et al., 1978}, afirma que a distribuicio
p?|F(p)|? forneceu caracteristicas novas e significativas para a separaco das células. Esta forma
de apresentacdo da transformada de Fourier é exatamente o quadrado do momento de inércia
utilizado neste trabalho. Ha duas justificativas para nao se utilizar tal representagfo: a)custo
computacional maior; b)dificuldade para a visualizagio da transformada numa imagem com
apenas 256 niveis de cinza. Esta forma de visualiza¢iio corresponde a0 quadrado da amplitude

das funcdes harmonicas que formam a imagem.
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Capitulo 10

Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos a partir de um medelo biolégico de desen-
volvimento histolégico do miocardio, e da andlise objetiva das imagens digitalizadas, pode-se

enumerar algumas conclusdes.

10.1 Conclusoes relativas ao programa

A suavizagdo das bordas é um método para estudar exclusivamente e com mais pre-
cisfio a textura da cromatina, eliminando os componentes de alta freqiiéncia espacial que formam
os anéis de Airy.

Os parimetros obtidos a partir da imagem transformada de Fourier dernonstram mais
claramente as diferencas entre os nicleos, enquanto as imagens transformadas sem suavizagso
os anéis de Airy “esconderam” a textura da cromatina.

As imagens transformadas podem ser analisadas tanto a partir da matriz de co-
ocorréncia quanto através do seu perfil obtido por anéis ou setores. Portanto, todas essas
maneiras diferentes permitem demonstrar claramente diferencas, mesmo sutis, entre a cromatina
dos niicleos de cardiomiécitos de diferentes idades.

E importante que a imagem que serd analisada pela transformada de Fourier seja
submetida ac alisamento das bordas, onde existem as principais descontinuidades que interferem
nos resultados.

O uso da direcdo da maior corda da imagem ¢ essencial para se estudar as concen-
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tragbes da informagcéo textural na transformada de Fourier.

Os parémetros obtidos a partir da imagem transformada apresentaram entre os gru-
pos etdrios diferengas maiores do que as obtidas com os pardmetros biolégicos, morfolégicos, e

texturais, através do teste de Kruskal-Wallis.

A extragdo de caracteristicas da matriz de co-ocorréncia apresentou em conjunto um
maior poder discriminante quando foi utilizada a imagem transformada em oposicdo 3 imagem
original.

As imagens espacial e espectral, intimamente relacionadas entre si, fornecem

parfmetros com informagéo textural distinta, til no processo classificatério.

Portanto, as varidveis obtidas a partir das imagens tranformadas demonstram clara-

mente as variagdes da cromatina.

10.2 Conclusdes relativas ao modelo biolégico

Durante o periodo examinado, do dia 19 de gestacio até o dia 60 pos-parto, & atividade
mitética diminuiu gradativamente até cessar. Paralelamente os niicleos se alongaram, refletindo

a progressiva diferenciagdo celular dos cardiomidcitos.

Pode ser observado com facilidade que as variagdes (oscilagdes) de lumindncia da
cromatina diminuiram com a idade. Ou seja, nas idades maiores a cromatina tornou-se mais

homogénea.

Especialmente para os periodos espaciais entre 3,6 a 1,8um, o momento de inéreia

apresentou redugdo com o desenvolvimeto do animal.

As entropias do perfil da transformada de Fourier e da matriz de co-ocorréncia das
imagens transformada e original diminufram com o crescimento do animal, podendo significar

que a cromatina ficou mais “organizada’.
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10.3 Conclusoes relativas i revisao da literatura

A utilizacgo do potencial de andlise da transformada de Fourier foi pequena na litera-
tura. Nos trabalhos levantados, os dados obtidos foram sub-utilizados, principalmente por falta
de fundamentacac tedrica.

Em alguns trabalhos, nfo foi estimada o intervalo méximo de amostragem para a

digitalizagdo das imagens, que depende das especificagdes da objetiva do microscépio dptico.
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Capitulo 11

Summary

The nuclear texture can be assessed by many approaches. The image can be consi-
dered as a mathematical function, and the variations of luminance between each pixel can be
interpreted as spatial frequencies.

The Fast Fourier Transform (FFT) was used in this study for the texture analysis of
chromatin in Pathology. The Fourier analysis finds out periodic events. In image processing, the
spatial frequency represents the luminance changes rhythm that occurs in a sequence of pixels.
In transformed images, the frequency distribution estimates its periodicity and its anisotropy or
directional predominance. Regular texture patterns accumulate textural information in regiong
that correspond to its frequency and direction.

As a biological model, we analysed the chromatin changes of cardiomyocytes during
physiological development of Wistar rats, between 19 days of fetal life and 60 days of post-
partum life. The cardiac tissue was fixed in a buffered formalin for 24 hours at a 4°C. In
order to obtain cytologic preparations, the specimens were hydrolysed in a alcaline solution of
potassium hydroxide, for about 18 hours.

The nuclei were stained with haematoxylin. Images were acquired using the KS-300
system, with 10 pixels equivalent to 1 micrometer. The FFT of a segmented nucleus is result
of (1) the chromatin texture, and (2) the edge effect of the nuclear contour. The later hides the
chromatin spectrum. Therefore this effect must be eliminate by smoothing the edge, selected

by 3 erosions and 12 dilations. As background, the mean luminance of the nucleus was used.
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Textural data concentrations of the haematoxylin stained nuclear chromatin were
quantified. These variables were compared with biologic features {age and mitoric activity),
assessing the discriminative performance of separating different histologic development of the
rat cardiomyocytes.

For each nucleus, area, the longest chord, parameters of the co-occurrence 1atrix,
angular and ring distributions of the energy and moment of inertia were computed. Parame-
ters derived from the co-occurence matrix and transformed images could discriminate well the
age groups. Both images, spatial and spectral, close related to each other, provided distinct
information, useful for the classification.

Chromatin texture became more homogeneous in older animals. Specifically in the
spatial periods between 3.6 and 1.8um, the moment of inertia diminjshed rapidly with age. The
entropies of the co-occurence matrix and the profile of the transformed images decreased, thus
reflecting the progressive cellular differentiaton of the cardiomyocytes.

In summary, the Fourier spectrum (after the smoothing of the edges) is able to pro-
vide useful information on the chromatin texture, as showed for the nuclear changes during

development of the rat heart.
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Capitulo 12

Apéndices

A seguir sdo apresentados 0s pesos corporais € os pesos dos coragbes de todos os

animais estudados.

Tabela 12.1: Caracteristicas dos animais examinados

Caso Ninhada Rato Sexo Peso Peso Tempo de Vida Idade
Corp.(g) Card.(mg) Gestagio Pés-Natal Total
Mae 1 260 §9
Filhote 1 i M 24 18 i9 19
Filhote 1 2 M 2.3 16 19 19
Filhote 1 3 M 2,6 20 19 19
Filhote 1 4 F 2 13 19 19
Filhote 1 5 F 2.4 17 19 19
Filhote 1 6 M 2.5 17 19 19
Filhote 1 7 F 2.4 16 19 19
Filhote 1 8 F 2,4 15 19 19
Filhote 1 9 M 2,6 18 19 19
Filhote 1 i0 F 2,5 11 19 19
M3ie p 225 900 90
Filhote 2 1 M 2.6 17 19 19
Filhote 2 2 M 2,6 16 19 i9
Filhote 2 3 F 2.7 i3 18 19
Filhote 2 4 F 2,2 15 19 ig
Filhote 2 5 M 2.9 16 18 19
Filhote 2 6 F 2,5 14 19 19
Mae 3 280 873 92
Filhote 3 i F 4.1 38 21 21
Filhote 3 2 M 5 35 21 21
Filhote 3 3 F 45 32 21 21
Filhote 3 4 F 4,5 33 21 21
Filhote 3 5 ¥ 42 36 21 21

continua ns proxima pigina
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Tabela 12.1: Caracteristicas dos animais examinados (Conti-

nuagio}
Caso  Ninhada Rato Sexo Peso Peso Tempo Vida Vida
Corp.(g) Card.{mg) Gestacio Pés-Natal Total
Filhote 3 6 I 4.1 30 21 21
Filhote 3 7 F 3,9 32 21 21
Filhote 3 8 M 4.4 32 21 21
Filhote 3 g F 4.1 30 21 21
Filthote 3 10 F 4,3 27 21 21
Filhote 3 11 M 4.6 38 21 21
Filhote 3 12 M 4,5 34 21 21
Mae 4 212 200 97
Filhote 4 1 M 10,2 68 21 5 26
Fithote 4 2 F 10,4 65 21 5 26
Filhote 4 3 ¥ 9.8 72 21 5 26
Filhote 4 4 M 8,7 79 21 5 28
Filhote 4 5 F 9,8 72 21 B 26
Filhote 4 6 M 9.1 84 21 5 26
Filhote 4 7 M 9.3 82 21 5 26
Filhote 4 8 M 9,8 82 21 5 26
Filhote 4 9 F 8,2 66 21 5 26
Mae 5 194 895 105
Filhote 5 1 M 12 113 24 5 29
Filhote 5 2 ¥ 12,4 118 24 ) 29
Filhote 5 3 F 11,5 124 24 5 29
Mae 6 218 1034 75
Filhote 6 1 0,108 13 13
Filhote 6 2 0,101 13 i3
Filhote 6 3 0,092 13 13
Filhote 6 4 0,097 13 13
Filhote 6 5 0,112 i3 13
Filhote 6 6 0,098 13 i3
Filhote 6 7 0,111 13 13
Filhote 6 8 0,106 13 13
Mae 7 210 1082 77
Filhote 7 1 0,108 13 13
Filhote 7 2 0,102 13 13
Filhote 7 3 0,103 13 13
Filhote 7 4 0,11 13 13
Filhote 7 5 0,109 13 13
Filhote 7 6 0,074 13 13
Filhote 7 7 0,094 13 13
Filhote 7 8 0,107 13 13
Filhote 7 9 0,102 13 13

continua na préxima pigina
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Tabela 12.1: Caracteristicas dos animais examinados (Conti-

nuagio)
Caso  Ninhada Rato Sexo Peso Peso Tempo Vida Vida
Corp.(g) Card.(mg)} Gestagio Pds-Natal Total
Filhote 7 10 0,103 13 13
Filhote 7 11 0,09 13 13
Filhote 7 12 0,1 13 13
Mae 8 242 1129 113
Filhote 8 1 F 41 21 2
1 Mae g 260 1160 114
Filhote 9 1 M 447 330 22 21 43
Filhote 9 2 F 43,7 330 22 21 43
Filhote g 3 F 42 295 22 21 43
Filhote 9 4 M 44.5 340 22 21 43
Filhote 9 5 F 38,2 295 22 21 43
Filhote 9 6 M 45,1 370 22 21 43
Filhote 9 7 M 43.4 320 22 21 43
Mae 10 131
Filhote 10 1 M 134 701 21 60 81
Filhote 10 2 M 151,1 726 21 60 81
Filhote 10 3 M 216,9 887 21 60 81
Filhote 10 4 M 181,1 723 21 60 81
Filhote 10 5 M 205,1 791 21 60 81
Filhote 10 6 M 143,7 749 21 60 81
Filhote 10 7 F 1232 543 21 60 81
Filhote 10 8 F 1452 646 21 60 81
Filhote 10 9 F 125,7 573 21 60 81
Filbote 16 10 F 115,7 593 21 60 81
Filhote 10 11 ¥ 1309 593 21 60 81
Filhote 10 12 F 135,9 644 21 60 81
Filhote 10 13 F 116,8 616 21 60 81
Mae 11 280 717 98
Filhote 11 1 M 5 35 21 21
Filhote 11 2 M 4.9 35 21 21
Fithote 11 3 M 4.8 32 21 21
Filhote 11 4 M 5 34 21 21
Filhote 11 5 M 4.9 36 21 21
Filhote 11 8 ¥ 4.9 38 21 21
Mae 12 246 965 104
Filhote 12 1 F 10,1 64 22 5 27
Filhote 12 2 M 8,1 68 22 5 27
Filhote 12 3 F 6,7 62 22 5 27
Filhote 12 4 M 8,1 55 22 5 27
Filhote 12 5 M 10 67 22 5 27

continya na préxima pégina
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Tabela 12.1: Caracteristicas dos animais examinados (Conti-

nuagioc)
Caso  Ninhada BRato Sexo Peso Peso Tempo Vida Vida
Corp.(g) Card.(mg) Gestacic P6s-Natal Total
Filhote i2 § F 7.7 56 22 5 27
Filhote 12 7 M 8.6 89 22 5 27
Filhote 12 8 M 9.2 86 22 5 27
Filhote 12 9 M ig2 68 22 5 27
Filhote 12 10 F 8.6 64 22 5 27
Filhote 12 11 F 7,6 54 22 5 27
Filhote 12 12 M 9.1 69 22 5 27
Mae 13 2706,9 1327 167
Filhote 13 1 F 11,8 111 22 8 30
Filhote 13 2 F i3 87 22 8 30
Filhote 13 3 M 10,1 77 22 8 30
Filhote 13 4 F 3,2 66 22 8 30
Filhote 13 5 M 111 85 22 8 30
Filhote 13 6 F 12,1 109 22 8 30
Filhote 13 7 F 11 98 22 8 30
Filhote 13 8 M 15,3 106 22 8 30
Filhote 13 9 F 11.8 94 22 8 30
Filhote 13 10 F 104 84 22 3 30
Mae 14 268,2 1161 113
Filhote 14 1 M 127 103 22 8 30
Filhote 14 2 F 12,3 107 22 3 30
Filhote 14 3 M 12,6 90 22 3 30
Filhote i4 4 F 13,7 39 22 8 30
Filhote 14 5 M 11,7 84 22 8 30
Filhote 14 6 M 12,1 77 22 8 30
Filhote 14 7 F 13,5 91 22 8 30
Filhote 14 8 M 13,1 101 22 8 30
Filhote 14 9 F 12,3 95 22 8 30
Fithote 14 10 F 13,1 97 22 8 30
Filhote 14 11 F 12.8 113 22 8 30
Filhote 14 12 M 13,6 106 22 8 30
Mae 15 226,8 997 154
Filhote 15 1 M 2375 988 23 60 83
Filhote 15 2 M 238,3 965 23 60 83
Filhote 15 3 F 151.8 809 23 60 33
Filhote 15 4 ¥ 158,3 756 23 60 83
Filhote 15 5 F 155,5 747 23 60 83
Filhote 15 6 F 173,56 736 23 60 83
Filhote 15 7 F 151,2 740 23 60 83
Filhote 13 8 F 163.7 &03 23 60 83

continua na préxima pigina
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Tabela 12.1: Caracteristicas dos animais examinados (Conti-

nuagio)
Casoc  Ninhada Rato Sexo Peso Peso Tempo Vida Vida
Corp.{g) Card.(mg) Gestacic Pds-Natal Total
Filhote 15 g F 1472 622 23 60 83
Mae 16 230,2 982 g1
Filhote 16 1 0,368 16 16
Filhote 16 2 0,355 16 16
Filhote 16 3 0,414 16 16
Filhote 16 4 0,455 16 16
Filhote 16 ) 0,407 16 16
Filhote 16 6 0,344 16 16
Mae 17 245,2 995 92
Filhote 17 1 0,433 18 16
Filhote 17 2 0,507 16 i85
Filhote 17 3 0,488 16 16
Filhote 17 4 0,466 16 16
Filhote 17 5 0,511 16 16
Filhote 17 6 0,493 16 16
Filhote 17 7 0,548 16 16
Filhote 17 8 0,516 16 i8
Filhote 17 9 0,525 16 16
Mae 18 278 955 97
Filhote 18 1 M 4,78 40 21 21
Filhote 18 2 F 5,072 36 21 21
Filhote 18 3 M 5,174 39 21 21
Filhote 18 4 F 5,179 28 21 21
Filhote 18 5 F 5,045 28 21 21
Filhote 18 6 ¥ 5,18 30 21 21
Filhote 18 7 M 5,113 40 21 21
Filhote 18 8 F 5,111 35 21 21
Filhote 18 g F 5,209 41 21 21
Mae 20 2549 961 106
Filhote 20 1 M 8 49 22 1 23
Filhote 20 2 F 7,3 53 22 1 23
Filhote 20 3 F 4,6 35 22 1 23
Filhote 20 4 F 7,8 49 22 i 23
Filhote 20 5 M 7,9 59 22 i 23
Filhote 20 6 M 84 70 22 1 23
Filhote 20 7 F 7.5 55 22 1 23
Filhote 20 8 M 8.4 64 22 1 23
Mae 21 257,4 1173 106
Filhote 21 1 M 7,1 59 22 1 23
Fithote 21 2 F 7,5 57 22 1 23

continua na proxima pigina
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Tabela 12.1: Caracteristicas dos animais examinados (Conti-

nuacio)
Casc  Ninhada Rato Sexo Peso Peso Tempo Vida Vida
Corp.(g} Card.(mg) Gestacio Pés-Natal Total
Filhote 21 3 F 7.3 63 22 1 23
Filhote 21 4 M 7.8 61 22 1 23
Filhote 21 3 M 7.7 83 22 1 23
Filhote 21 ] F 6,9 56 22 i 23
Filhote 21 7 F 7,1 50 22 1 23
Filhote 21 8 F 6,6 50 22 1 23
Filhote 21 g M 7.5 b1 22 1 23
Mae 22 278,8 1158 112
Filhote 22 1 M 41 242 22 20 42
Filhote 22 2 F 39.8 283 22 20 42
Filhote 22 3 F 42.6 279 22 20 42
Filhote 22 4 F 44,9 223 22 20 42
Filhote 22 5 I 35,4 273 22 20 42
Filhote 22 & ¥ 39 183 22 20 432
Filhote 22 7 M 426 269 22 20 42
Filhote 22 8 ¥ 38,8 276 22 20 42
Filhote 22 9 F 43.2 288 22 20 42
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Tabela 12.2: Areas dos setores e hemi-anéis.

Areas dos Anéis

Areas dos Setores

(pixels} (pixels)
Hemi-anel 1 335 Setor 1 5835
Hemi-anel 2 970 Setor 2 5726
Hemi-anel 3 1598 Setor 3 5721
Hemi-anel 4 2238 Setor 4 5718
Hemi-anel 5 2869 Setor 5 BT18
Hemi-anel 6 3514 Setor 6 5718
Hemi-anel 7 4142 Setor 7 5720
Hemi-anel 8 4778 Setor 8 5723
Hemi-anel 9 5398 Setor 9 5585
Hemi-anel 10 6077 Setor 10 5841
Hemi-anel 11 6686 Setor 11 5723
Hemi-anel 12 7330 Setor 12 5720
Hemi-anel 13 7942 Setor 13 5718
Hemi-anel 14 8601 Setor 14 5718
Hemi-anel 15 9222 Setor 15 5718
Hemi-anel 18 9866 Setor 16 5721
Hemi-anel 17 10482 Setor 17 5726
Hemi-anel 18 11136 Setor 18 5835
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Tabela 12.3: Linhas divisdrias dos andis

Anel Disténcia Periode  Freqgiidncia  Distancia Periodo Freqgiiéncia
(pixels)  (pixels) (Ciclos/pixel) {pm) {um)  (Ciclos/um)

4 D= To  Fej  af i=f =}
0 g o0 it 0 0 0

1 14,167 36,141 0,028 1,417 3,614 0,277
2 28,333 18,071 0,055 2,833 1,807 0,553
3 42,500 12,047 0,083 4,250 1,205 0,830
4 56,667 9,035 0,111 5,667 0,904 1,107
5 70,833 7,228 0,138 7,083 0,723 1,383
6 85,000 6,024 0,166 8,500 0,602 1,660
7 99,167 5,163 0,194 9,917 0,516 1,937
8 113,333 4,518 0,221 11,333 0,452 2,214
9 127,500 4,016 0.249 12,750 0,402 2,490
10 141,667  3.614 0,277 14,167 0,361 2,767
11 155,833 3,286 0,304 15,583 0,329 3,044
12 170,000 3,012 0,332 17,000 0,301 3,320
13 184,167 2,780 0,360 18,417 0,278 3,597
14 198,333 2,582 0,387 19.833 0,258 3,874
15 212,500 2,409 0,415 21,250 0,241 4,150
16 226,667 2,259 0,443 22,667 0,226 4,427
17 240,833 2,126 0,470 24,083 0,213 4,704
18 255,000 2,008 0,498 25,500 0,201 4,980
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