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Resumoa hiperolesteolemia é um dos distlrbios me-
tabdlicos que atinge milhdes de pessoas, causanda der
12 milhdes de 6bitos em diversos paises desenvoliidas.
mente a dosagem éalizada pelo especiotdmeto que se
baseia na analise da concentracédo de sendo dietamente
proporcional a dosagem de colestefmg/dL) encontrada na
amostra. Este trabalho ppde uma técnica utilizando
processamento de imagens para dosar o nivel de calester
existente nas amostras. @sultados foram comparados com
os resultados encontrados pela técnica do espéattimeto.
Aandlise de caelacao foi efetuada e ossultados encontra-
dos foram de -0,94 (IC 95% =-0,9668 a -0,9036, p <0,0001).
O modelo poposto € um método alternativo para auxiliar na
dosagem do colestrtotal, podendo ser utilizado para de-
senvolver um equipamento de baixo custo.

Palavras-chavgrocessamento de imagens, coledter
espectofotdmeto, cuva ROC

membranas celulares e precursor da sintese dos

horménios esteroides e 4cidos biliares, € um alcool
esterdide insaturado, podendo ser obtido a partir da dieta ou
ser sintetizado pelo figado. Nos seres humanos, pode ser trggis-

O colesterol, um importante componente estrutural das
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portado por lipoproteinas de baixa densidade - LDL (60-70%), de
alta densidade - HD(20-35%) e de muito baixa densidat&bL
(5-12%). Fatores tais como: dieta, exercicios fisicos, sexo, raca e
idade, influenciam nas medidas da colesterolemiay(Bsvanson

etal, 1992; Francescantonio, 2002; Cai, Pajail, 2004; Curb,
Abbottet al, 2004; Lawloy Owenet al, 2006). Os valores eleva-

dos do colesterol, principalmente daqueles ligados as lipoproteinas
de baixa densidade, sdo um dos mais importantes fatores de risco
para o desenvolvimento da doenca arterial coronariana
(Diagnostica, 2000; Lemieux, Lamaradteal, 2001; Michikawa,
2003; Criqui e Golomb, 2004; Lewington e Clarke, 2005;
Mascitelli e Pezzetta, 2008Jalores aumentados de colesterol séo
encontrados na sindrome nefrotica, hipotireoidismo, diabetes,
cirrose biliar e nas hiperlipidemais (I, lla, llb, IN) (Page,
Berrettoniet al, 1970; Shestq\Deevet al, 1993;Tapsell, Gillen

et al, 2004;Tranmer 2004; Panza, Capursbal, 2006) Valores
diminuidos sédo encontrados no hipertireoidismo, estados de des-
nutricdo e em doencas hepaticas (FRANCESCANIO, 2002;
TAPSELL, GILLENETAL., 2004).

A hipercolesterolemia € uma das responsaveis pelas doen-
cas cardiovasculares (DCV), causadoras de 12 milhdes de qgl
tos, anualmente, em todo o mundo, causamgloximadamente,
metade dos 6bitos em diversos paises desenvolvidos. E tambefn a
principal causa de 6bito em varios paises em desenvolwment(; e
a maior causa de Obito na populacédo adulta, segundo dadosta
Organizagio Mundial da Satde (OMS). E importante ressaltar qg;e
nos EUA, a metade dos 0Obitos cardiovasculares se deve a doé;.;lga
isquémica do coracdo (DIC) (Nicolau, Noguedtaal, 1998; 4
Pearson, 2004). No Brasil, as DCVs sao responsaveis por 34% dos
6bitos globais, sendo aproximadamente 1/3 por DESGA, I
CONCEICAQet al, 1997 NICOLAU, NOGUEIRAet al, 1998). 5

Diversas pesquisas mostram que o perfil lipidico, fundamert-
talmente o colesterol e suas fracdes, tem relacéo direta com a DIC,
demonstrando-se riscos cada vez mais elevados, pois quanto mgior
a colesterolemia, principalmente >200mg/dL, maior a mortalldéD
de (NICOLAU, NOGUEIRA et al, 1998; Deedwania, .g
Hunninghakeet al, 2004). Por este motivo percebe-se a impors
tancia de se estudar um meio alternativo para realizar o examgide
colesterol para a populacéo e de baixo custo.
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Atualmente séo utilizados métodos enzimaticos para-deter
minar a concentracdo de colesterol em uma amostra
(DIAGNOSTICA, 2000). Esses métodos visam evidenciar-a for
macao do derivado sulfénico de coloracao vermelha, que se de-
senvolve apos a reacgdo do colesterol com o anidrido acético e o
acido sulfurico concentrado, sendo a intensidade da cor diretamen-
te proporcional a concentracéo de colesterol existente na amostra
(SOMMERS, JALOW etal, 1975Tallet, Raichvag et al, 1982).

A medicdo da concentragdo do colesterol total utilizando o
método enzimatico é realizada pelo espectrofotdmetro que se
baseia na analise da concentragéo deseodo diretamente pro-
porcional a quantidade de colesterol (mg/dL) encontrada na amos-
tra. Os valores de referéncia para o resultado do exame séo:
desejaveimenor do que 200isco moderadale 200 a 239 alto
riscomaior ou igual a 240 (DIAGNOSTICA, 2000). Hoje em dia,
com a tecnologia dos computadores, € possivel analisar com pre-
cisdo as cores contidas em uma imagem.

Com o advento dos computadores na décadade 70, varias areas
do conhecimento passaram a utilizar os computadores em suas
pesquisas. Na medicina nao foi diferente, pois diversos exames
atualmente sdo realizados por meio de computadéiass des-
tes exames utilizam imagens para auxiliar no diagnéstico de do-
encas. O processamento de imagens € certamente uma area em
crescimento. Diversos temas cientificos sdo abordados e em al-
guns casos de carater interdiscipliriamtre eles, pode-se citar:
analise de imagens biomédicas/médicas, compreensao de imagens,
analise estatistica, analise de imagens de satélite, etc (FILHO &
NETO, 1999 ALBUQUERQUE &ALBUQUERQUE, 2003).

Uma imagem é um suporte fisico que carrega no seu interior
uma determinada informac&o. Esta informacéo pode estar associa-
da a uma medida. Processar uma imagem consiste em transforma-
la sucessivamente com o objetivo de extrair mais facilmente a
informacéo nela presen8IGER E MACMAHON, 1996; NIXON
& AGUADO, 2002ALBUQUERQUE FALBUQUERQUE, 2003.

O termo analise de imagens esta relacionado a parte do trata-
mento de imagens, onde existe uma descri¢cdo da informacéo pre-
sente naimagem. Esta parte é chamada de parametrizacéo e nesta
parte que varias medidas quantitativas (parametros) sao utiliza-
das para descrever diferentes informacdes dentro de uma imaggm
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(GIGER E MACMAHON, 1996; NIXON EAGUADO, 2002;
ALBUQUERQUE EALBUQUERQUE, 2003).

Pretende-se com este trabalho realizar a analise de um exame
de colesterol utilizando técnicas de processamento de imagens (ana-
lise de cores) para quantificar e qualificar a concentracédo de
colesterol contida no soro humano. Para realizar esta analise utili-
zam-se imagens (adquiridas através de uma camera digital comum)
de amostras dispostas em uma placa de ELISA. O processo de analise
se dividiu em trés partes: a captura da imagem do exame, analise da
imagem pelo computador e teste de significancia estatistica do re-
sultado da analise. Objetivou-se neste trabalho testliar e va-
lidar o método de captura das imagens dos exames definindo uma
padronizacéo do processo de captura; desenvolver um algoritmo para
manipular as imagens coletadas e aplicar métodos estatisticos para
validar os resultados encontrados neste trabalho.

Tendo em vista a existéncia de localidades no Brasil com
deficiéncia no servi¢co de atendimento a saude publica, existe a
necessidade de desenvolvimento de métodos alternativos para
amenizar esta situacé.metodologia proposta neste trabalho
visa 0 desenvolvimento de um equipamento de baixo custo e de
facil locomocao, para realizar exames de colesterol, amenizan-
do a deficiéncia nos servi¢os de saude publica. Um outro aspéc-
to a ser considerado na metodologia proposta é a rapidez ja
realizagdo do exam&tualmente, o exame é realizado um de cadS
vez por meio do espectrofotdmetro, com a metodologia propog_-
ta 48 amostra podem ser analisadas de uma sAnmitmente o
o custo de um exame de colesterol varia de R$ 10,00 a R$ 50,90.
Este trabalho podera reduzir o valor do exame em até 66%.

OBJETIVOS

a, v. 34, n.11/12, p. 8

Objetivo Geral g
Desenvolver um método alternativo para medir a concentragaoglo
colesterol no sangue por meio de processamento de imagens digi%lis.

Objetivos Especificos
» Desenvolver um método padronizado de captura das imagﬁs
de amostras de colesterol.



- estudos, Goiania, v. 34, n.11/12, p. 887-917, nov./dez. 2007.

» Desenvolver uma metodologia de baixo custo para analise do
colesterol.

e Desenvolver um algoritmo para manipular e analisar as ima-
gens de colesterol.

« Validar os resultados obtidos através de métodos estatisticos.

EXAME DE COLESTEROL

Serao descritos a seguir os procedimentos necessarios para a
realizacdo do exame de colesterol.

Principio

O colesterol presente no soro pode ser quantificado através
da seguinte reacdo enzimética:

2 H,0, + 4Aminoantipirina + p-Hidroxibenzoato
Peroxidase
4-Antipirilquinonimina + 4 HO

O produto formado pela oxidacdo da 4-Aminoantipirina
(4-Antipirilquinonimina) € de coloracéo avermelhada e sua inten-
sidade, diretamente proporcional a concentracao de colesterol no
soro.A cor vermelha, formada pela reacdo, é medida em
espectrofotdmetro ou fotocolorimetro, com absor¢do maxima em
510nm PESCE & KAPLAN,1987).

Reagentes Apresentacdo

Reagentes

* Reagentes contidos nos kipara exame de colesterol:

e Tampéo/enzima: cada frasco contém 1,12g de tampé&o enzima
em po.

» Surfactante: solucdo deiton X-100.

* Solucdo padrdo 200mg/dL: solucéo aquosa estabilizada de
colesterol.

891



Apresentagéo
Forma com que os K&'para o exame de colesterol sdo apre-
sentados comercialmente:
» Tampé&o / enzimas 4 x 1,12g.
» Surfactante 1 x 3 mL.
* Solucéo padrao 200mg/dL 1 x 3 mL.

NuUmebp de testes
Geralmente os kits vendidos comercialmente tém a capaci-
dade de realizar varios exames:
Manual: 130 testes (20mL amostra/2mL Reagente de Cor)
ou 260 testes (10mL amostra/ImL Reagente de Cor).
Automatico: 700 testes.

Equipamentos e materiais necessarios
Os equipamentos e materiais necessarios para realizacédo de
um exame de colesterol s&o descritos a seguir:
» espectrofotdmetro ou fotocolorimetro, capaz de medir a
absorvancia em 510nm ou filtro verde.
* tubos de ensaio.
* pipetas graduadas.
* pipetas semi-automaticas 20mL.
 ponteiras descartaveis.
e agua deionizada ou destilada.
» banho-maria (37°C).
» crondbmetro.
 frasco ambar com capacidade volumétrica para 65 mL.
» proveta com capacidade de 65 mL.

PROCEDIMENTO TECNICO
Preparo dé&mostra

Tem-se como amostra, 0 soro ou plasma isento de hemolise,
colhido em jejum de 12-16 horas (Francescantonio, 2002). Deve-

se separar 0 soro ou plasma no maximo duas horas ap6és a coleta
do sangue (PESCE & KAPLAN, 1987).



Preparo do Reagente para Uso

Em um frasco limpo, cor @amhaadicionar 65mlde agua
destilada e todo p6 o de um frasco tampao/enzitvggtsr leve-
mente por inversao até dissolver o pé e em seguida, acrescentar 5
gotas do surfactante. O reagente de uso, ap0s o preparo, permane-
ce estavel por cerca de 45 dias sob refrigeracao (Allain, &oon
al., 1974; Pesce e Kaplan, 1987).
Identificar 3 tubos de ensaio com B (bran€@este) e padréo).
Realizar o procedimento de acordo com a Figura 1.

B T P
Reagente de cor 2,0mL 2,0mL 2,0mL
Solugdo padrao - - 20uL
Amostra - 20uL -

Figura 1. Quantidade de Reagente de $olucdo padrdo e amostra (soro) a serem
adicionados em 3 tubos de ensaio para realiza¢cdo de um exame de colesterol.

Posteriormente, misturar por agitac&o e incubar por 10 minutos, em
banho-maria, a37°€ESCE E KAPLAN, 1987; DIAGNOSTICR000).

P Para a determinagdo do fator, recomenda-se dosar em triplicata o

Colesterol mg/d)= """ agp padréo, ler as absorvancias e tirar a média aritmética das mesmas.

absorvincia padrao
Exemplo: Exemplo:
ann:m Leitura
Padrdo:0,360 Padrao: 0,360; 0,359; 0,361
Teste: 0,250

0,250
Colesterol (mg/dL) = X 200 = 155, 5mg/dL 0,360+ 0.359 + 0.361

0,360 Meédia aritmética = e = 0,360
Como a reagiio corada segue estritamente a lei de Beer; basta que se
determine um fator (F) para cdlculo dos resultados Fator (8 = 220 I

ator (F) = = 555,
3

200 gace

Fator (F) = ———— ) ;
O T (8) Leiturado teste: 0,250 (b)

Colesterol (mg/dL) = absorvincia teste x F Colesterol (mg/dL) = 0,280 555,55 = 155,55

Figura 2. Célculo para estabelecer a concentracdo (mg/dL) de colesterol em uma
amostra (a) e calculo para determinagéo do fator (b).

Retirar do banho-maria e ler as absorvancias em espectrofotdmetro
ou fotocolorimetro, entre 490 a 510nm, zerando o aparelho com o bran-
co.A cor desenvolvida permanece estavel por 60 minutos. O célculo do
colesterol total (mg/dl) é igual a absorvancia do teste dividido pela
absorvancia do padrao multiplicado pela concentracéo do padrao que é
200 ALLAIN, POON ¢ al., 1974;FRANCESCANTONIO, 2002).
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Areacdo ¢ linear entre 0 e 500mg/dL. Obtendo-se valores mais elevados,
dilui-se a amostra com solucéo fisiologica e procede-se a nova dosagem.
Multiplicar o valor encontrado pelo fator de diluicRESCE E
KAPLAN, 1987; DIAGNOSTICA, 200D

VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratorio estabeleca sua propria
faixa de valores de referéncia na populacdo atendida. Em termos
estatisticos, na populacéo brasileira adulta, em ambos os sexos,
0s niveis de colesterol situam-se na faixa de 150 - 240mg/dL
(ALLAIN, POON et al, 1974; PESCE E KAPLAN, 1987).

O colesterol e suas fragdes sdo componentes lipidicos de maior
importancia na evolucao do quadro de aterogénese. Estudos mos-
tram relacéo entre 0 aumento da incidéncia de doenca isquémica
do coracéo (DIC) e o aumento da taxa de colesterol sangiineo,
determinando entdo os grupos de risco. Os dados estatisticos ndo
podem ser usados para fins terapéuticos, mas sim o nivel de
colesterol sérico no sangue é que pode definir prognosticos (PESCE
E KAPLAN, 1987; DIAGNOSTICA, 2000).

OsValores ddabela 1 foram utilizados para definicdo de casos de
colesterol alto dos soros dos pacientes que participaram deste trabﬁho.

Tabela 1. Limites dos niveis de colesterol em uma amostra
sugeridos para a populagéo.

Colesterol mg/dL Resultado

Desejavel < 200 Negativo para colesterol alto
Limitrofe 200 — 239  Positivo para colesterol alto

Alto risco (DCI) >240 Positivo para colesterol alto

PROCESSAMEND DE IMAGENS DIGITAIS

A lmagem

studos, Goiania, v. 34, n.11/12, p. 887-917, nov./dez

A imagem é o resultado de um dos cinco sentidos humangds:
a visao. Ela é formada pela luz (luminancia) refletida pelos o
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tos (reflectancia) e recebida pelo olho humano (retina). Na retina,
dois tipos de receptores sdo responsaveis pela absor¢éo dessa luz
e formacé&o da imagem: os cones e 0s bastonetes.

Os cones, cerca de 6 a 7 milhdes por olho aproximadamente,
sdo responsaveis pela chamada visdo clara. Estes receptores estéo
situados em uma regiéo do olho chamada de févea (Figura 3). Os
cones sao bastante sensiveis a luz clara e as cores, e sao capazes
de discernir pequenos detalhes, por estarem ligados cada um aum
nervo 6ptico (BECK, HOPEt al, 1983; BARRETT 1991;
BALDOCK E GRAHAM, 2000).

Os bastonetes, em numero aproximado de 75 a 150 milhdes
por olho, sdo responsaveis por uma visdao mais geral do ambiente,

e tém a capacidade de perceber pequenos movimentos. Como estao
todos ligados a um mesmo nervo 6ptico, possuem uma capacida-
de reduzida de percepc¢do de detalhes (LEVINE, 1985).

Figura 3. Corte transversal do olho mostrando a regido da févea (relevo).

Aimagem formada naretina pode ser representada no computa-
dor na forma matematica por meio de funcBeisnagem é entao
“denotada pof(x,y), em que o valor ou amplitudefd®as coordena-
das espaciais (x,y) fornecem aintensidade (brilho) daimagem naquele
ponto” (CRIQUI E GOLOMB 2004). Porém, esta fungéo precisa ser
digitalizada para que seja adequada ao processamento computacional.
Esta digitalizacédo é feita tanto nas coordenadas espaciais quang9gsa



amplitude da fun¢caSCHALKOFF 1989; FILHO E NED, 1999;
ALBUQUERQUE EALBUQUERQUE, 2003).

Temos entdo uma imagem continua, amostrada em interva-
los regulares. Estas amostras s@anizadas em forma de uma
matriz, onde cada elemento da matriz representa a amplitude da
funcaof(x,y) para um determinado ponto do espago. Cada ele-
mento desta matriz € chamado de pixel (do irgjté&are element
(Figura 4) FILHO E NETO, 1999).

Propriedades e Operacdes em Imagens Digitalizadas

255221 O

170(119| 68

136| 0 |255

170|136|238

68 |119|255

221|117 136

Figura 4. Representacéo gréfica dos pixels em uma imagem digitalizada em escala de cifza.

2, p. 887817, nov./dez. 2007.

-
Com a amostragem descrita acima, ha algumas operagoes gue
podem ser executadas, considerando-se algumas proprieda@es
entre pixels. Estas operag6es séo relativamente simples, mas for
mam a base das operacdes que serdo utilizadas neste trabalkéao.

TRABALHOS CORRELAOS

dos, Goia

Diversos trabalhos estdo sendo desenvolvidos utilizancg)
processamento de imagens em exames biomédicos. Em (R :
896 PRITCHARDet al, 2006) foi desenvolvido um algoritmo par
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automatizar o diagnostico de malaria em exames de sakigue.
almente existem varios tipos de testes laboratoriais para detec-
tar o parasita da malaria, dentre eles, o exame microscopico
(padrao ouro), pesquisa de anticorpos, P@RyMmerase chain
reaction dentre outrosA vantagem de se utilizar o exame por
meio de um microscopio é devido ao seu custo ser baixo em
relacdo os outros métodos citados anteriormelrgmbém é
definido como sendo o padréo ouro por localizar o parasita na
amostra pesquisada, permitindo assim, o diagndéstico especifico
da espécie encontrada e a quantificacdo dos parasitas na amos-
tra para fins de tratamentds desvantagens encontradas no
método utilizando um microscoépio séo: tempo consumido para
realizacdo do exame, trabalho laborioso e a acuracia dos resul-
tados depende da experiéncia e do esforco gasto pelo especialis-
ta. Ross e colaboradores desenvolveram um software para
identificar os parasitas da malaria nas amostras de sangue e iden-
tifica-los de acordo com a espédal¢iparum do Plasmodium,
vivax do P, ovale do Pou malariae do . O algoritmo é com-
posto das seguintes etapas:

1.Aquisicdo da imagem;

2. Pré-processamento da imagem;

3. Construgdo das caracteristicas

4. Selecéo e classificacdo das imagens.

A aquisi¢do das imagens foi realizada através de uma camera
acoplada em um microscépio de luz clara. O pré-processamento
realiza afiltragem daimagem para melhora-la para o passo seguinte
da construgéo das caracteristicas. Na construgéo das caracteristi-
cas, oisolamento dos glébulos vermelhos e identificagdo dos pos-
siveis parasitas é realizado para extrair as possiveis células
infectadas e em seguida gerar as caracteristicas com essas ima-
gensAs caracteristicas da imagem utilizadas foram baseadas na
cor, na textura e na geometria das células e dos parasitas, e tam-
bém as caracteristicas empregadas a priori sobre o problema da
classificacéo e das caracteristicas minimas usadas pelos especia-
listas. Os resultados encontrados mostram que a analise de 39
imagens com o parasidasmodium vivaglcancou 95% de sen-
sibilidade e um valor preditivo positivo de 95%. Na analise com
40 imagens delasmodium falciparuros resultados foram de 80%
de sensibilidade e 36% de valor preditivo positivo. 897



898

O trabalho desenvolvido pdVilARKIEWICZ, OSOWSKIlet
al., 2006) teve como objetivo projetar um sistema automatico para
reconhecimento e contagem de dois tipos diferentes de familias de
célulasA estratégia de segmentacao usa a informacgéo de cor con-
tida naimagem\ARKIEWICZ, OSOWSKIet al, 2006). Opera-
¢Oes de morfologia matematic&eppot \ector Machine (SVM)
séo utilizadas para obter a segmentacao de cada cor naimagem para
separar as células para o reconhecimAr8¥.M é conhecida como
uma excelente ferramenta para problemas de classificacao.

Em (MANOUSAKI, MANIOS et al, 2006) imagens digitais
de 132 lesBes de pele foram estudadas utilizando informag@es de
geometria, cqre textura. O objetivo foi desenvolver um sistema
de diagnéstico de lesdes de pele de forma automAtazauracia
deste sistema foi avaliada através da curva ROC e de analise de
regressao logistica multivariada.

Outros trabalhos foram desenvolvidos aplicando
processamento de imagens em imagens biomédicas e médicas
para automacéo de rotinas. O trabalho (KOZUBEK;TMAA
et al, 2004) compara varias possiveis abordagens para aquisi-
¢céo e processamento de imagem de microscopio confocal e su-
gere novas alternativas para este método. BEAYRAKTAR,
BANADA etal, 2006) alguns problemas foram encontrados par%
realizar contagem automatica de col6nias como a aglomeracggo
das col6énias e o efeito de borda, porém estes problemas forgm
reduzidos de forma extrema através do uso de algoritmos bé%i-
cos de processamento de imagens e utilizac&o de algoritmos @ra
pontos de inflexdo na imagem. 5

O trabalho desenvolvido elRRANCESCANTONIO, 2005) 2
estuda o comportamento das curvas resultantes das interacdes de
leituras visuais e digitais do teste de imunofluorescéncia indireta.
Este teste (&) é amplamente utilizado no laboratério de pato<r
logia clinica. Em FRANCESCANTONIO, 2005) tenta-se %
minimizar algumas dificuldades utilizando processamento d@
imagens digitaisAs imagens que séo lidas visualmente satg
digitalizadas e sua intensidade de verde é avaliada. Os resultaﬂos
apresentados mostram que a variagao-ppaerdao podem se dife- .g
renciarem 96,7% dos casos. Na segunda analise intra-padréo, %us
valores digitais se diferenciam em 99,2% dos casos. Como aﬂ-
se final o nivel de concordancia foi de 98,8% entre os padrd
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Percebe-se que a utilizacao de sistemas informatizados para
analise automatica de exames biomédicos antes manuais é alvo de
varias pesquisas em todo mundo. Estas pesquisas visam de algu-
ma forma agilizar o processo de analise e minimizar custos.

Técnicas de filtragem de imagens tém varias aplicagbes em
imagens biomédicas e em processamento de imagens (NIBLACK,
1986; MONDAL, RAJANEet al, 2006). O projeto do filtro basi-
camente dependaepriori, do conhecimento sobre que tipo de ruido
estd modificando a imagem. Pode-se citar alguns filtros que séo
usados em imagens biomédicas: filtro da média e filtro da medi-
ana (NIBLACK, 1986; FILHO E NED, 1999; MONDAL,
RAJAN et al, 2006).

METODOLOGIA

Pretende-se, neste trabalho, realizar um exame de colesterol total
utilizando técnicas de processamento de imagens para avaliar a con-
centracao de colesterol total em amostras de pacienetodologia
que foi aplicada neste trabalho divide-se da seguinte forma:

e Captura da imagem do exame;
» Andlise da imagem pelo computador;
» Teste de significancia estatistica do resultado da andlise.

Captura da Imagem do Exame

Desenvolveu-se um equipamento que foi utilizado para a
padronizagédo da captura da imagem da placa de ELISA. Este
equipamento consiste em:

* Uma caixa de papeldo (CX-1) com dimensfes de 20cm-de lar
gura por 15cm de comprimento e 10cm de altura (Figura 12a).
Nesta caixa, foi acoplada uma luz fluorescente de 10W através
de um orificio na lateral da caixa (Figura 12b) . Na parte supe-
rior da caixa, hd uma janela com as dimens@es da placa de ELISA
(largura de 8,3cm, comprimento de 12,3cm e altura de 1,2cm)
que foi coberto por um papel branco especial para fotografias
(Figura 12a) e (Figura 12c). Neste local, foi colocada a placa de
ELISA com as amostras a serem analisadas (Figura 12c).

¢ Uma caixa de papeldo (CX-2) com dimensfes de 20cm-de &9



gura por 15 cm de comprimento e 25cm de altura (Figura 12d).
Esta caixa foi utilizada para a padronizacéo da altura das foto-
grafias. Na base inferior da caixa ha uma janela com as mesmas
dimensdes da caixa CX-1, diferenciando somente por hdo con-
ter o papel especial para fotografias. Em sua base supemor

um orificio com um raio de 2cm onde foi acoplada a maquina
fotografica digital (Figura 12d).

(d)

Figura 5. Caixa inferior que sustenta a lampada fluorescente (a), caixa com a lampada
fluorescente acoplada (b), Posicionamento da placa de ELISA sobre o papel de
fotografia (c), Equipamento montado pronto para realizar capturas de imagens (dp

N~
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O procedimento para capturar uma imagem do exame ae
colesterol consiste em: prepara-se as amostras a serem testadas nayplaca
de ELISA, coloca-se a placa de ELISA na janela da CX-1 (a luz flg
orescente deve estar acesa), coloca-se a CX-2 sobre a CX-1 (jaf;ela
comjanela), coloca-se a camera fotografica digital no orificio da baSe
superior da CX-2 configurando-a para fotografar no autométic,cg.
Depois de capturada aimagem, esta € transferida para o computaglor

O]

Analise da Imagem pelo Computador

studos,

A analise daimagem foi desenvolvida utilizando as imag
900 coletadas na etapa anterior e transformadas em escala de a.
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O formato de arquivamento das imagens utilizado foi JPG com
dimensao de 1600 x 1200 pixels. Foi feito para cada exame co-
letado, um recorte com dimensdes de 60 x 60 pixels, conforme
a Figura 6.

Figura 6. Recorte do material de um paciente depositado na placa de ELISA.

A escolha da padronizagao da altura em 25 cm foi devido ao
fato de que a lampada que fornece iluminacao no fundo da caixa
1 produzia uma faixa triangular de luz do centro para os cantos.
Assim, os po¢os do centro eram muito mais claros do que os das
laterais. Isto produzia uma interferéncia nos valores dos pixels ao
longo de toda a placa ELISA, inviabilizando a comparacéo entre
valores dos pixels entre pogcos muito distantes.

Para minimizar esta interferéncia, apds a realizagéo de varios
testes, optou-se por captura de apenas 0s po¢os centrais da placa
ELISA (48 pogos) com altura de 25 cm. Outra interferéncia
minimizada com a padronizacéo da altura foi o reflexo da placa de
ELISA nas bordas dos pocos. Esta altura nos permitiu recortar uma
area central do pogo sem a interferéncia do reflexo das laterais.
Contudo, houve um ganho naresolucéo de cada poco devido a foto
ser mais proxima da placa ELISA, com isso, foi possivel avaliar
mais pontos em cada recorte nos pogos (aumento da resolucéo).

Posteriormente, desenvolveu-se um programa no Matlab v7.0
para calcular a média dos pixels de cada recorte. O valor desta
média foi utilizado para calcular o indice de correlacdo em rela-
¢ao aos valores obtidos pela leitura do espectrofotometro das res-
pectivas amostra®\pos definida a equacao de correlaca®p1



realizou-se varios testes onde a concentracdo de colesterol total

foi determinada apenas pela equacao de correlacao, estes valores
foram comparados através de métodos estatisticos para validar os
resultados obtidos.

Teste de Significancia Estatistica do Resultadarddise

Para complementar a andlise dos resultados obtidos atraves do
processamento de imagem utilizou-se os seguintes métodos estatis-
ticos:Andlise devariancia (ANOW) que é um importante método
de pesquisa cientifica que verifica a hipotese de que varios grupos
de dados pertencem ou ndo a uma mesma populacéo. O Coeficiente
de Correlacao (r de Pearson) também utilizado neste trabalho mede
o0 grau de correlacdo entre duas variaveis de escala métrica.

Tabela 2Valores da correlagdo e sua iterpretacéo.

Valor de r (+ ou -) Interpretacao
0,00 a 0,19 Uma correlacao bem fraca
0,20 a 0,39 Uma correlacao fraca
0,40 a 0,69 Uma correlacdo moderada .
<
0,70 a 0,89 Uma correlacao forte S
0,90 a 1,00 Uma correlacdo muito forte N
ke
Este coeficiente, normalmente representado pela Igtra “3
assumindo apenas valores entre -1 e 1. N
O coeficiente de correlagao de Pearson calcula-se segundd a
seguinte equacao: %
o
. Y —T)(yi — 9) R
= = —, =
Yoz -2 o (-9 6 2
S
>
ondex , X, ..., X €y, ,Y,, ..., ¥, Sa0 os valores medidos de;%

ambas as variaveis.

n
3z

=1 (7)
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sdo as médias aritméticas de ambas as variaveis.

Para complementar a comparacéo dos resultados entre o
método atual (espectrofotbmetro) e a metodologia proposta neste
trabalho utilizou-se também a Curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) (HANLEY E MCNEIL, 1982; MCNEIL E
HANLEY, 1984; SONG1997).A Curva ROC foi inicialmente
utilizada em tecnologias de radar para separar a variabilidade do
observador da detecgéo inata do sinal. Ganhou a popularidade na
medicina por volta dos anos 1930 sendo utilizada como ferramen-
ta para avaliar o desempenho de um teste diagnOs#deLEY
E MCNEIL, 1983; MOISE, CLEMENEtal, 1985SONG 1997).

As curvas ROC mostram simultaneamente a propor¢ao de paci-
entes “Negativos” e “Positivos” diagnosticados corretamente em
varios pontos de corte do teste diagnostico. Este grafico ndo so-
mente facilita a selecdo de um ponto inicial 6timo, mas também
permite a comparacéo facil de diferentes testes diagndsticos (Song,
1997). O uso desta ferramenta tornou-se popular na pesquisa
epidemioldgica como um instrumento estatistico para avaliar as
habilidades discriminatorias de diferentes marcadores biol6gicos,
tais como marcador oxidativo do stress e dos antioxidahtesa

sob a curva de ROC, introduzida na literatura médica por Hanley
e por McNeil HANLEY E MCNEIL, 1982; , 1983; MCNEIL E
HANLEY, 19849, é um critério freqientemente usado para exa-
minar a eficacia discriminatdria de testes diagndsticos. Os valo-
res de X & na curva ROC representam os valores da sensibilidade
e especificidade do teste diagnostico. HanldANLEY E
MCNEIL, 1982) mostrou que a area sob a curva de ROC é uma
medida global de tdo bom o teste diagndstico distingue positivos
de negativos (acuraci@.acuracia do teste depende de tdo bem o
teste separa o grupo de doentes e ndo doAraesracia € medi-

da pela area abaixo da curva ROC. Uma area de valor 1 representa
um teste perfeito e uma area abaixo de 0,5 representa um teste ruim.

Os resultados finais deste trabalho sergamizados em fer
ma de graficos e tabelas para um melhor entendimento do lei08



Estes resultados serdo submetidos em forma de artigo para revis-
tas cientificas especializadas.

RESULTADOS
Experimentos com a Diluicdo deul de Metileno

Com o objetivo de avaliar o processo de captura das imagens
utilizou-se azul de metileno diluido em agua em varias proporc¢des
(2:1, 1:2, 1:4, 1:16, ... A Figura 15 mostra a captura de uma
imagem de uma placa de ELISA na qual foram pipetadas as dilui-
¢Bes de agua com azul de metileno, utilizando o protétipo descrito
na sessdao 4.1, utilizou-se papel (tipo chamex) comum para distri-
buir a luz de forma uniforme por toda placa. Conforme mostra a
Figura 15, no momento da foto com iluminacao controlada perce-
beu-se o sgimento de fibras que constituem a estrutura do papel
utilizado. Estas fibras podem prejudicar a anélise da imagem uma
vez que no local onde ha presenca de fibras os pixels ficam mais
escuros podendo alterar a média da cor que esta sendo avaliada.

Com o objetivo de resolver este problema e ndo tornanda.o
protétipo inviavel financeiramente, optou-se em utilizar uma fo§
Iha de papel para fotografia (glossy paper) (Figura 16). Obteve-ge
uma melhora em relag&o a Figura 15 devido ao foto da gramattia
do papel para fotografias ser mais alta e com isso consegui-se LF%na
imagem mais nitida e sem a presenca de fibras visiveis.

Tabela 3Valor daANOVA para a imagem com papel comum.

Amostra N Minimo Maximo Média Desvio Padrio  Varifincia D

BOLA 1 25 1,00 3,00 2,2500 0,85070 0,724 :

BOLA 2 25 7,00 16,00 11,2000 2,85804 8,168 0,001
BOLA 3 25 8,00 24,00 14,8500 435618 18,976 0,002
BOLA 4 25 71,00 89,00 79,1500 6,45042 41,608 0,014
BOLA 5 25 111,00 135,00 125,3500 9,06860 82,239 0,028
BOLA 6 25 131,0 157,00  142,0000 8,79593 77,368 0,002
BOLA 7 25 143,00 162,00 151,6500 6,79222 46,134 0,020
BOLA 8 25 152,00 179,00 162,3000 8,04657 64,747 0,007

dos, Goiania, v. 34, n.11/12, p. 887-917

Para demonstrar que as fibras contidas no papel comum intgr
ferem no célculo da média inviabilizando o processo de captlﬁ
904 realizou-se varias capturas de imagens com oito diluicdes de I
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de metileno em uma mesma placa ELISpgés esta captura, calcu-
lou-se as médias das oito diluicbes e verificou-se por meio da ana-
lise de variancia a existéncia de diferenca estatistica entre as médias
das respectivas diluicbes das diversas capturas, veja tabela 3.

—. - - .

— - —
Figura 7. Placa de ELISA utilizada para acondicionar os exames dos pacientes.

Do mesmo modo para verificar a existéncia de diferenca entre
as médias de varias imagens de um mesmo exame utilizando o papel
de fotografia, aplicou-se o mesmo raciocinio do experimento an-
terior e os resultados podem ser vistos na tabela 4.

Tabela 4Valor ddANOVA para a imagem com papel de fotografia.

Amostra N Minimo Maximo Média Desvio Padrao Varifncia p

BOLA 125 .00 .00 .0000 .00000 .000 ;

BOLA 2 25 14.00 15.00 14.6800 47610 227 0,103
BOLA 3 25 18.00 19.00 18.6800 47610 227 0,983
BOLA 4 25 81.00 86.00 83.4800 1.78232 3.177 0,056
BOLA 5 25 116.00 120.00 117.4000 1.70783 2917 0,393
BOLA 6 25 145.00 149.00 146.7200 1.45831 2.127 0,691
BOLA 7 25 161.00 162.00 161.2800 45826 210 0,571
BOLA 8 25 167.00 169.00 168.2400 .83066 .690 0,964

O comportamento das médias coletadas nas diluicbes com azul
de metileno e em seguida fotografado com os dois tipos de papéis
(papel de foto e papel comum) pode ser visto na Figutgpégar de
um comportamento semelhante, os valores encontrados para o papel
comum mostram ser estatisticamente diferentes (p<0.05) quando
realizado uma avaliagdo de vérias fotos de um mesmo exame. 905



Figura 8. Imagem capturada das diluicées de azul de metileno utilizando papel comum
para distribuicdo de forma uniforme da iluminagéo.

Figura 9. Imagem capturada das diluigdes de azul de metileno utilizando papel de
fotografia para distribuicdo de forma uniforme da iluminagéo.

Curva das médias das diluicoes com azul de metileno

—4&— Captura com pap elde foto
- - - Capturacom pap elcomum

Escala de Cinza

1 2 3 4 5 6 7

Diluicoes

Figura 10. Curva estabelecida com as médias de cada diluicdo de azul de metileno,
utilizando para captura papel de foto e papel comum.

studos, Goiania, v. 34, n.11/12, p. 887-917, nov./dez. 2007.
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906 de metileno e em seguida fotografado com os dois tipos de palills
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(papel de foto e papel comum) pode ser visto na Figufgpégar de
um comportamento semelhante, os valores encontrados para o papel
comum mostram ser estatisticamente diferentes (p<0.05) quando
realizado uma avaliacao de varias fotos de um mesmo exame.

Os célculos de estatistica descritiva e a analise de variancia
(ANOVA) foram realizados por meio dos programas SPSS v13 e
MedCalc v9.0.1.1.

Experimentos com Colesterbbtal

Descreve-se a seguir os experimentos realizados utilizando a
metodologia proposta para realizar o exame de colesterol total em
varias amostras de pacientes.

Base de dados utilizada

Utilizou-se um total () de 150 amostras aleatorias de exa-
mes de colesterol total coletadas de pacientes nao identificados
do Laboratdrio da Area de Satde (LAS) da Universidade Catélica
de Goias. Dessas amostras, 26,67% @0) apresentaram altera-
¢ao no nivel de colesterol total (> 200). Na coleta das amostras,
ndo foram avaliadas outras variaveis como: sexo, idade e estilo de
vida dos pacientes.

Captura das imagens dos exames

As imagens foram capturadas utilizando uma maquina digi-
tal KODAK de 4.1 Mega pixel de forma padronizada de acordo
com a metodologia de captura descrita na sesséo 4.1. Na Figura
18 pode-se ver uma placa de ELISA com 10 pogos com a reagao
do exame de colesterol, as amostras 2, 7 e 10 sdo de pacientes com
alteracao no nivel de colesterol (>200) de acordo com a leitura
realizada pelo espectrofotdmetfoordem de leitura das amos-
tras foi padronizada da seguinte forma: da esquerda para a direita
e de baixo para cimdaodas as amostras foram capturadas utili-
zando 8 pocgos por coluna e no maximo 6 pocos por linhas,
totalizando 48 amostras que podem ser analisadas em um
processamento. Nas Figuras 19 e 20 tém-se um total de 19 e 13
amostras de colesterol, as amostras 2, 3,6, 8,13 e 3,8,0,101
respectivamente sao de pacientes com alteragdo no nivel de
colesterol. 907



Figura 1. Imagem capturada de exames de colesterol pipetados em uma placa de ELISA.

Figura 12Imagem capturada de exames de colesterol pipetados em uma placa de ELI

, V. 34, n.11/12, p. 887-91% nov./dez. 2007.
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908  Figura 13. Imagem capturada de exames de colesterol pipetados em uma placa de EL
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Figura 14. Recorte de uma amostra de colesterol alterado (>200) (a) e uma amostra sem
alteracéo (b), mostrando o local onde é realizado o célculo da média
(quadrado vermelho).

Figura 15. Recorte de uma amostra de colesterol alterado (>200) transformada em
escala de cinza. O quadrado vermelho mostra o local onde se realiza o célculo
da média.

Analise damnagem

Depois de realizadas as capturas das amostras, desenvolveu-
se um programa utilizando o MRAB para transformar as ima-
gens em escala de cinza e realizar o calculo da média. Descreve-se
abaixo o pseudocédigo do programa implementado.

x = leia (imagem);

[lincol]=determine otamanhodaimagem (imagem);

soma = 0;

para i=1 até lin 909

A wNBE
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5 para j=1 até col

6 imagemMod(i, j) = 0.2989* x(i,j,1) +
0.5870*x(i,j,2) + 0.1140 *
x(1,j,3);

7 soma = soma + imagemMod(i, j)

8 i=i+1;

9 end

10 j=j+1;

11 end

12 media =soma/i*j;

O tamanho dos recortes realizados para obtencédo da imagem
somente com a amostra de colesterol de um paciente pode ser vista
na Figura 21a (amostra com alteracao) e 21b (amostra sem altera-
¢do). Os recortes tém dimenséao de 60 x 60 pixels, neste trabalho
os recortes foram feitos de forma manidainédia foi calculada
através do somatério de 3600 pixels (60 x 60), cerca de 87% da
area da imagem correspondente a amostra de colesterol do paci-
ente (Figura 22). Os valores das médias foram comparados atra-
vés do indice de correlagdo com os valores de concentracdo de
colesterol realizado por meio do espectrofotdbmetro no LAS, (la-
boratério da area de saude da Universidade Catoélica de Goias).
Estes testes foram realizados para comprovar a equivaléncia enire
os dois métodos.

y =-52752+ 9390200

7, nov./dez. 200

Figura 16. Equacéo de correlagéo encontrada utilizando os resultados encontrados peEp‘
espectrofotdmetro comparados com os valores encontrados utilizando
processamento de imagens. Os valores para (x) s&o os encontrados por meic®ge
processamento de imagens, resultando na concentracé@o de colesterol (y).

87

11/12, p

O indice de correlagao foi calculado atingindo -0,94 (IC 95% g
-0,9668 a-0,9036, p <0,0001), indicando uma correlagédo muito forfje
(Tabela 2). Na Figura 24, podemos ver o grafico de correlagéo diie
representa 0s pontos e a reta indica a tendéncia dos aleges- g
¢&o de correlagdo encontrada nestes experimentos pode ser obs%rva-
da na Figura 23.

Uma outra maneira de avaliar se um teste esti sendo bgm
guando comparado a outro ja padronizado é calcular a curva R(%:.
Calculou-se a curva ROC para os valores de colesterol total
contrado, por meio da andlise de imagens em relacdo aos valgs
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padronizados de colesterol elevado (> 28@yea encontrada foi
de 0,868 (IC 95% = 0,798 a 0,920, P <0,0001), demonstrando ser
um método com bom poder discriminatério (acuracia) (Figura 25).
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Espectrofotbmetro X Escala de cinza
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“ ¢ Dados de colesterol
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colesterol)

Figura 17. Grafico dos valores encontrados pelo espectrofotdmetro em relacéo a média dos

valores de escala de cinza obtidos nas imagens capturadas de cdlasterol.
mostra a linha de tendéncia, indicando uma correlagao negativa.
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Figura 18. Curva ROC dos valores obtidos pelo método de teste diagnostico por analise de

imagemA linha em negrito indica os valores de sensibilidade x 100-especificidade
para diferentes pontos de corte do teste diagndstitia simples indica o

intervalo de confianga de 95%alores abaixo da linha na diagonal indicam baixa
capacidade de discriminac&o do teste. 911
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Processo de Calibracdo do Sistema

O processo de calibragdo é um conjunto de operacdes que
estabelecem, sob condi¢cBes especificadas, a relacéo entre os va-
lores indicados por um instrumento de medig&o ou sistema de
medicao, valores representados por uma medida materializada ou
um material de referéncia, e os valores correspondentes das gran-
dezas estabelecidas por padrdes.

Neste trabalho néo foi realizado um processo de calibragcédo
devido ao fato das amostras dos reagentes e dos pacientes serem
realizadas sob condicfes controladas no laboratério. No entanto
os resultados mostram a existéncia de uma variacdo nos resulta-
dos que certamente seriam minimizados com a aplicagdo de uma
técnica de calibrac&o prévia antes da leitura de novos exames.

Propbe-se um método de calibragdo relacionado com o
reagente padrao apresentado em cada kit de exames de colesterol
fornecidos pelos fabricantésntes de todo exame a ser realizado
em nosso sistema devera ser executado o processo de calibracédo
da seguinte forma:

» Realiza-se a leitura em nosso sistema do reagente padréo forne-
cido em cada kit de colesterol (valor do reagente padrdo = 20Q).
» O valor do padrao determinado pelo fabricante é dividido pe%

valor encontrado pelo nosso sistema. N
» Oresultado é o fator de calibracéo das leituras de novos exan;es
a serem realizadas pelo nosso sistema. g

e Cada leitura de um exame em nosso sistema é multiplicada pg;lo
fator de calibragdo encontrado anteriormente.

Este processo realiza uma translacdo na reta de correla(;,ao
ajustando-a para que os valores encontrados reflitam de manejra
mais acurada os valores de concentraco de colesterol total em cada
amostraA cada mudancga de kit no laboratério ou novo preparo cfa
reacdo de colesterol devera ser realizada a calibragéo cori} o
reagente padrdo antes das leituras das amostras dos pacientgs.

CONCLUSOES

studos, Goian

Inicialmente os testes foram realizados para validar a ca;ﬂ-
ras das imagens dos examfesconstruir um protétipo de captur
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realizaram-se os testes iniciais com azul de metileno em varias
diluicbes. O azul de metileno ndo demonstrou uma
reprodutibilidade quando utilizado um papel comum no processo
de captura das imagess fibras de celulose distorcem os valo-

res dos pixels interferindo nos resultados das médias dos recortes
feitos nas imagens, ndo sendo possivel utilizar este método para
realizar os exames de colesterol. Outros experimentos foram re-
alizados no LAD, laboratério de apoio didatico da G&le,
substituiu-se o papel comum pelo papel com alta gramatura (pa-
pel de fotografias). Os resultados encontrados com o papel de
fotografia demonstraram que o processo de captura alcangou seu
objetivo de padronizar as fotografias dos exames de colesterol
pipetados em uma placa de ELISA. Nestes experimentos néo se
percebe a presenca de fibras de celulose.

Avaliaram-se o0s resultados destes primeiros experimentos
através do uso de uma ferramenta estatistica (AN P&ra vali-
dar os resultado# analise de variancia demonstrou que ao se
utilizar o papel comum, varias fotos de um mesmo exame poderi-
am dar resultados diferentes em virtude de erro no processo de
captura. Entretanto, realizando uma corre¢éo no processo de cap-
tura obteve-se uma resposta muito favoravel onde, a analise esta-
tistica ndo mostrou diferenca significante na captura de vérias
imagens de uma mesma diluicdo de azul de metileno. Com estes
resultados entendeu-se que a metodologia poderia ser aplicada na
captura de exames de colesterol.

Os resultados alcancados com esta metodologia na leitura
quantitativa de colesterol total em exames submetidos a analise
por processamento de imagens, sugerem a possibilidade de cons-
truir uma ferramenta computacional que ira auxiliar os laborato-
rios de andlise clinicas a baixarem os custos do exame. Outro
aspecto importante no desenvolvimento de tecnologias de baixo
custo em exames laboratoriais é proporcionar o acesso de pessoas
desprovidas de recursos financeiros a um acompanhamento mé-
dico mais efetivo. além de proporcionar um método alternativo
para auxiliar na dosagem do colesterol total.

Esta metodologia pode ser empregada como método alternati-
vo na dosagem do colesterol total podendo ser usada em unidades
moveis de salde nas diversas areas de baixa renda, estabelecendo
uma vigilancia dos niveis de colesterol na populagéo carente, 9¢pn



a necessidade de transporte de maquinas especiais para realizacdo
do exame. Uma outra intencao é disponibilizar o exame para comu-
nidades desprovidas de servi¢o publico laboratorial.

Como trabalho futuro pretende-se desenvolver uma técnica
de segmentacdo de imagens para selecionar os recortes dos exa-
mes de colesterol de forma automatica. Pretende-se desenvolver
também uma maquina para manipular as amostras de colesterol e
pipeta-las na placa de ELISA.
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Abstracthigh cholestenl is one of the ilinesses that affects millions
of people, causing about 12 million deaths in many developed
countries, and itis the main cause of deaths in developped countries.
Currently, dosage is obtained by spegihotometerbased on the
analysis of the color concentration. The aim of our work was to
develop a technique using Digital ImageoBessing to dose the
cholesteol level in a sample. Thesults wez compaged with the
results obtained using spemgphotometeil he corelation found was
-0,94 (IC 95% = -0,9668 the -0,9036, P < 0,0001). The method
proposed is an alternative way to assist in the dosage of the total
cholesteol and can be used to develop low cost equipments.

Key words:image pocessing; cholestel; spectbphotometer;
ROC curve
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