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RESUMO 

 

O presente estudo teve como objetivo comparar diferentes métodos de análise 

histomorfométrica e introduzir um novo método automatizado, para quantificação celular em 

membranas de Fibrina Rica em Plaquetas (PRF). Metodologia: participaram do estudo 5 

voluntários, nos quais foram realizadas 3 venopunções, em períodos diferentes. Em cada uma, 

foram coletados 16mL de sangue, separados em 2 tubos de plástico sem aditivos. Todos os 

tubos foram centrifugados no protocolo L-PRF (700g/12minutos) e, após a centrifugação, o 

PRF foi aspirado e dispensado em recipientes de vidro. O coágulo de PRF obtido foi prensado 

na PRF-BOX e as membranas geradas foram fixadas em solução de formaldeído tamponado 

com PBS. Em seguida, as membranas foram processadas para inclusão em parafina. Os cortes 

histológicos obtidos foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e a quantificação celular 

foi realizada por meio de duas abordagens: 1) análise histomorfométrica convencional e 2) 

análise automatizada, com a criação de um plug-in para o software ImageJ. O tempo necessário 

para realizar a análise utilizando cada método também foi medido. Os resultados foram 

submetidos ao teste estatístico de Bland-Altman e posteriormente ao teste de regressão linear 

para verificação de viés de proporção (a tendência de os valores estarem acima ou abaixo da 

média). Resultados: não foi encontrada diferença estatística significante da quantidade de 

células obtida pelos dois métodos (p = 0.1). O método automatizado reduziu o tempo de 

trabalho comparado ao método convencional (p<0.01). Conclusão: O método automatizado 

desenvolvido foi efetivo na análise histomorfométrica, para quantificação celular, em 

membranas de PRF e mostrou redução significante no tempo de trabalho. 

 

Palavras-chave: análise computadorizado; membranas de fibrina rica em plaquetas; análise 

histomorfométrica 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to compare different methods of histomorphometric analysis 

and to introduce a new automated method for cell quantification in Platelet Rich Fibrin (PRF) 

membranes. Methodology: 5 volunteers took part in the study, in which 3 venipunctures were 

performed at different times. In each case, 16mL of blood was collected and separated into 2 

plastic tubes without additives. All the tubes were centrifuged using the L-PRF protocol 

(700g/12minutes) and, after centrifugation, the PRF was aspirated and dispensed into glass 

containers. The PRF clot obtained was pressed in PRF-BOX and the membranes generated 

were fixed in formaldehyde solution buffered with PBS. The membranes were then processed 

for paraffin embedding. The histological sections obtained were stained with hematoxylin and 

eosin (HE) and cell quantification was carried out using two approaches: 1) conventional 

histomorphometric analysis and 2) automated analysis, with the creation of a plug-in for 

ImageJ software. The time required to perform the analysis using each method was also 

measured. The results were submitted to the Bland-Altman statistical test and then to the linear 

regression test to check for proportion bias (the tendency for values to be above or below the 

mean). Results: no statistically significant difference was found in the number of cells obtained 

by the two methods (p = 0.1). The automated method reduced working time compared to the 

conventional method (p<0.01). Conclusion: The automated method developed was effective in 

histomorphometric analysis for cell quantification in PRF membranes and showed a significant 

reduction in working time. 

 

Keywords: automated image analysis; computer-assisted; Platelet-Rich Fibrin 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A análise histomorfométrica é de extrema importância para a avaliação de eventos 

biológicos como efeito de drogas no organismo e condições sistêmicas, principalmente 

doenças. Também, frequentemente, é utilizada para analisar grupos em condições 

experimentais e para avaliar parâmetros histológicos. Essa quantificação pode ser realizada de 

diferentes maneiras, como: método convencional visual/manual, no qual a análise é totalmente 

dependente de um operador; método semiautomatizado, no qual a análise é realizada por um 

operador com o auxílio de um sistema automatizado (MENDES et al., 2020; SOARES et al., 

2019; DIAS et al., 2018; ROCHA et al., 2016; BATISTA et al., 2015); e método automatizado, 

no qual a análise é realizada apenas por um sistema automatizado (LINHARES et al., 2022; 

WHITNEY et al., 2018; YU et al., 2016). 

O método convencional é considerado padrão ouro, sendo muito utilizado em análises 

microscópicas, quantitativas e qualitativas (MENDES et al., 2020; SOARES et al., 2019; 

LINHARES et al., 2022). Entretanto, é uma análise demorada e depende da experiência do 

operador que a realiza, o que pode incluir vieses no processo analítico.  

Com os avanços tecnológicos, as análises histológicas assistidas por computador 

passaram a ser estudadas e, a partir disso, foram criados métodos automatizados para a 

avaliação quantitativa dessas imagens (MARQUES FILHO e VIEIRA NETO, 1999; 

GONZALEZ & WOODS, 2018; LINHARES, 2023). Os métodos automatizados permitem a 

análise de grande número de imagens em um curto período de tempo, reduzindo, 

significativamente, o tempo de análise. Além disso, podem aumentar a eficiência e a precisão 

do processo analítico semelhante à análise convencional realizada por um observador 

experiente (GONZALEZ & WOODS, 2018; HAMMES et al., 2018; STEINER et al., 2018; 

LINHARES, 2023). 

Nesse contexto, o método semiautomatizado é aquele em que um operador combina a 

análise histomorfométrica convencional com a análise automatizada, o que gera uma redução 

do tempo de análise quando comparado ao método convencional. Entretanto, esse método 

ainda requer a presença de um observador experiente e consome considerável tempo. 

(LINHARES et al., 2022).  

O método computadorizado automatizado apresenta como vantagens a possibilidade de 

reunir um grande volume de informações sobre determinado aspecto a ser analisado em uma 

única ferramenta digital. Dessa forma, é possível reduzir a subjetividade da avaliação humana, 

além de acrescentar agilidade à análise do material, objetivando diagnósticos seguros e rápidos. 
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Apesar de facilitar o trabalho do operador e diminuir o tempo de trabalho, o método 

automatizado ainda é pouco utilizado em análises histopatológicas. Isso deve-se ao fato de que 

a imagem histológica é complexa, pois possui grande quantidade de objetos de interesse 

(células e estruturas celulares) amplamente distribuídos e rodeados por vários tipos de tecido. 

Além disso, essas imagens podem conter artefatos como: áreas borradas e/ou com falhas; áreas 

com sobreposição de tecido; presença de fragmentos não pertencentes a lâmina (LINHARES 

et al., 2022; CARBONARE et al., 2005).  

No sentido de avaliar o método computacional proposto, a análise histomorfométrica 

das membranas de Fibrina Rica em Plaquetas e Leucócitos (LPRF) foi utilizada como modelo 

para quantificação celular. O protocolo de PRF, desenvolvido pelo médico francês Choukroun 

(2006), consiste em obter o concentrado sanguíneo a partir da centrifugação de sangue 

periférico a 700g/12min, sem adição de anticoagulantes ou quaisquer outros aditivos 

(CHOUKROUN et al., 2006).  

O PRF é uma membrana de fibrina autógena, enriquecida por plaquetas, leucócitos e 

fatores de crescimento e apresenta grande importância como terapia adjuvante no processo de 

reparo tecidual. O PRF é capaz de promover angiogênese, quimiotaxia, mitose e proliferação 

celular, acelerando os processos fisiológicos de reparo tecidual e reduzindo o desconforto pós-

operatório (PEREIRA et al., 2020; ONCU et al., 2016; CHOUKROUN et al, 2006; SOUSA et 

al., 2017; ALVES et al., 2020). Dentro da odontologia, o PRF é utilizado em diversos campos. 

Nas cirurgias orais menores e bucomaxilofaciais pode ser empregado como terapia adjuvante 

em cirurgias de levantamento de seio maxilar (PEREIRA et al., 2020), para o tratamento de 

comunicações buco-sinusais (ALVES et al., 2020), para promoção de melhor estabilidade 

secundária do implante dentário (LYRIS et al.,  2021; TABASSUM et al., 2022) e para reduzir 

infecções pós-operatórias (DOHAN et al., 2006; CHOUKROUN et al., 2006; MIJIRITSKY et 

al., 2021). Já na periodontia, o PRF é indicado, principalmente, para o reparo de tecidos moles, 

como para tratamento de recessão gengival e de lesões de furca, mas ainda pode ser utilizado 

para tratamento de defeitos intraósseos (MIJIRITSKY et al., 2021), principalmente quando em 

conjunto do desbridamento de retalho aberto (MIRON et al., 2021).  

Ainda, o PRF pode ser utilizado para promoção de rejuvenescimento facial, por entregar 

uma alta quantidade de fatores de crescimento ao sítio de aplicação, aumentando o estímulo 

dérmico (MIJIRITSKY et al., 2021). Por fim, na endodontia, o PRF é indicado, principalmente, 

para dentes com polpa necrótica e o ápice ainda aberto (rizogênese incompleta). Esse 

procedimento tem como objetivo promover reparação constante, levando ao aumento 

progressivo da espessura dentinária, alongamento radicular, regressão de lesões periapicais e, 
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até mesmo, fechamento do ápice dentário (SIMONPIERI et al., 2009; SHIVASHANKAR et 

al., 2012; ARSHAD et al., 2021). 

A hipótese do presente estudo é que não há diferença significativa entre os métodos 

convencional e automatizado, na quantificação celular. Assim, o objetivo foi avaliar a eficácia 

do método de quantificação automatizado comparando-o com o método de quantificação 

convencional (padrão-ouro), utilizando como modelo imagens histológicas de membranas de 

PRF.  

 

2 METODOLOGIA 

 

2.1 Obtenção e processamento dos concentrados sanguíneos 

 

Participaram do estudo 5 indivíduos saudáveis (2 do sexo masculino e 3 do sexo 

feminino), após assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), e que 

preencheram os requisitos dos critérios de inclusão para coleta do sangue, de acordo com 

protocolo aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (número do parecer: 4.115.144). Os 

critérios de inclusão foram: não ter utilizado anti-inflamatórios, anticoagulantes ou antibióticos 

nos 03 meses anteriores ao estudo, não estar em período gestacional ou de lactação, não 

apresentar história de doença periodontal ou qualquer infecção sistêmica ativa e não ser 

fumante.  

Em cada indivíduo foram realizadas 03 venopunções em diferentes momentos. Em cada 

venopunção foram coletados cerca de 16 ml de sangue distribuídos em 02 tubos de plástico 

sem aditivos, que foram centrifugados a 700g/12min. Imediatamente após a coleta, os tubos 

foram colocados em slots de uma centrífuga de mesa (Spinlab®/Spin 5000-8/Ribeirão Preto-

Brasil), em um prazo máximo de quatro minutos do início da coleta até o início da 

centrifugação. Após a centrifugação, a porção acima das hemácias (PRF) foi aspirada com 

agulha e seringa (figura 1A e B). Em seguida, o PRF foi dispensado em potes de vidro (figura 

1C) e após polimerização, os coágulos foram transferidos (figura 2A) e prensados em uma 

caixa de inox (PRF-Box) (figura 2B). 
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Figura 1:  Tubo de plástico após a centrifugação (A), Aspiração do PRF (B) e PRF sendo 

dispensado em frascos de vidro (C) 

     

Figura 2: Coágulos-PRF na caixa PRF- box (A) e membranas PRF formadas após a 

prensagem (B) 

As membranas de PRF formadas foram fixadas em solução de formaldeído a 10% em 

tampão fosfato 0,1M e glutaraldeído a 0,1% durante 24 horas. Após a fixação, as membranas 

foram processadas para inclusão em parafina, e os blocos obtidos foram cortados no micrótomo 

(Leica Biosystems RM2245 - Leica®, Nussloch, Alemanha). Os cortes histológicos, de 5 

micrômetros de espessura, foram corados em hematoxilina e eosina (HE). Em seguida, as 

imagens histológicas foram digitalizadas pelo aparelho de Scanner Aperio AT Turbo 

(Copyright © 2013 Leica Biosystems Imaging, Inc.) e foram visualizadas de leitura de imagens 

QuPath (© Copyright 2019-2021, QuPath docs authors, Revision 5fefl75c). 

 

 

2.2 Análise histomorfométrica convencional  
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As imagens digitalizadas foram convertidas para TIFF, de forma a possibilitar a análise 

no software ImageJ. De cada imagem histológica foram extraídas 10 áreas de 600x600μm 

utilizando o software QuPath (© Copyright 2019-2021, QuPath docs authors. Revision 

5fefl75c). Posteriormente, as células foram quantificadas, manualmente, utilizando a 

ferramenta de contagem “multi-point” do software ImageJ (versão 1.52a, Copyright © Wayne 

Rasband, National Institutes of Health, EUA) e listados pela ferramenta “results” do mesmo 

software (figura 3). 

 

Figura 3: imagem histológica de membrana PRF corada em HE, evidenciando o método 

manual de quantificação de células por meio do software ImageJ (versão 1.52a, Copyright © 

Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA) e listadas no mesmo software. 

 

2.3 Análise histomorfométrica automatizada 

 

Foi desenvolvida uma macro, em uma linguagem de script, (figura 4) no formato .txt, 

o qual foi convertido para uma linguagem em Java e instalado como plugin no software ImageJ. 

Nessa macro foram definidos parâmetros para que o computador realizasse a quantificação 

celular de forma automatizada. 
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Figura 4: código do script no formato .txt, que compõe a macro. Nessa macro são detalhadas 

todas as especificidades e todos os parâmetros para possibilitar a quantificação automatizada. 

Em seguida, ela foi embutida como plugin no programa ImageJ. 

 

 

2.4 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada usando o software PASW Statistics (versão 18.0.0; 

SPSS Ltd Software Inc., Quarry Bay, Hong Kong) para verificação da concordância entre os 

métodos. Os resultados obtidos foram submetidos à análise de Bland-Altman e ao teste de 

regressão linear para verificação do viés de proporção (tendência de valores acima ou abaixo 

da média). Os resultados são apresentados como média ± 1,96 x DP. A concordância estatística 

foi considerada em α > 0,05. 

A acurácia foi calculada através da divisão da média dos valores do método 

convencional pela média dos valores do método automatizado. O resultado foi multiplicado 

por 100 para conversão do valor em porcentagem.  

 

3 RESULTADOS 
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3.1 Comparação entre o método convencional e o método automatizado 

 

A análise histomorfométrica não mostrou diferença estatística significativa na 

quantidade de células das membranas de PRF, obtidas pelos métodos convencional (37,69 ± 

12,41) e automatizado (39,47±13,82) (figura 5A). Sendo que a análise pelo método 

automatizado consumiu tempo significativamente menor (0,08 ± 0,0 segundos) que pelo 

método convencional (904,67 ± 3,77 segundos) (figura 5B). 

 

 

Figura 5: A - Quantificação histológica dos métodos convencional e automatizado. Nenhuma 

diferença estatisticamente significativa foi encontrada entre esses dois métodos (p = 0,1). B - 

A análise do tempo de trabalho para a análise histomorfométrica em cada método mostrou 

diferença estatística (*p<0,001) entre os métodos convencional e automatizado.  

 

3.2 Análise de Bland-Altman 

 

A análise de Bland-Altman demonstrou uma forte concordância entre os métodos 

convencional e automatizado. A diferença entre os métodos para contagem celular foi de 1,78 

± 5,37 e os limites de concordância foram: 12,31 (limite superior) e -8,75 (limite inferior), 

respectivamente. Nenhuma diferença significativa entre eles foi encontrada (p = 0,1) e não foi 

detectada tendência de proporção de viés nos resultados da regressão linear. O valor médio do 

p foi de 0,89 (figura 6). A acurácia média foi 83,84 ± 7,20% para o método automatizado 

quando comparado com o método convencional. 
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Figura 6: concordância entre os métodos convencional e automatizado. 

 

4 DISCUSSÃO 

 

A hipótese deste estudo foi confirmada, uma vez que não houve diferença significativa 

entre o método automatizado e o método convencional, na quantificação celular em membranas 

PRF. Sendo que o método automatizado apresentou redução significativa do tempo de trabalho, 

alta acurácia (83,84%) e padronização, reduzindo os vieses no processo de análise.  

Nesse estudo, criou-se um método automatizado a partir da segmentação por duplo 

limiar em conjunto com outras etapas de processamento de imagem, sendo criado um plugin 

para uso no software ImageJ para quantificação celular (SCHINDELIN et al., 2015; REYES-

FERNANDEZ et al., 2019). O método de segmentação por duplo limiar já foi aplicado em 

estudos anteriores, em métodos semiautomatizados e automatizados com resultados positivos 

(BATISTA et al., 2015; DIAS et al., 2018; ROCHA et al., 2016).  

Métodos automatizados são de grande importância nas práticas clínicas e na área da 

pesquisa, pois permitem a análise de muitas imagens em um curto período, reduzindo, 

significativamente, o tempo de análise (BATISTA et al., 2015; GONZALEZ & WOODS, 

2018; HAMMES et al., 2018; LINHARES et al., 2022). Além disso, pode reduzir 

substancialmente a variabilidade inter/intra-observador, aumentar a eficiência e a precisão das 

decisões do especialista (LEI HE et al., 2010). Essa informação corrobora com os resultados 

observados neste estudo, uma vez que o tempo gasto pelo método automatizado foi cerca de 
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11 mil vezes menor que pelo método convencional, apresentou alta acurácia e padronização, 

reduzindo os vieses no processo de análise.  

A análise de imagem assistida por computador tem se tornado um recurso cada vez mais 

importante nas áreas biomédicas. O processamento e análise de imagens médicas em radiologia 

e citologia vem sendo pesquisado e desenvolvido há décadas (BANKMAN, 2009). No entanto, 

o uso desses sistemas na análise histológica é complexo, pois as imagens histológicas são 

significativamente diferentes das imagens radiológicas e citológicas, por apresentarem grande 

quantidade de objetos de interesse (células e estruturas celulares), amplamente distribuídos e 

rodeados por diferentes tecidos; tipos diferentes de coloração; variabilidade de cor dentro de 

uma mesma técnica de coloração; presença de artefatos na imagem (como tecidos sobrepostos; 

estruturas borradas; perda de material) (LINHARES et al., 2022). Devido à essa complexidade, 

pesquisas nessa área ainda são muito incipientes e necessitam de amplo desenvolvimento para 

tornarem-se difundidas como os outros tipos de análise de imagem citados (LEI HE et al., 

2010). 

Baseando-se nos resultados do presente estudo, é possível que o método automatizado 

proposto possa aprimorar as análises para diagnóstico e quantificação de células 

(LAMPRECHT et al., 2007; SILVA et al., 2019). Além disso, é importante destacar que 

existem outros métodos automatizados em desenvolvimento, utilizando ferramentas mais 

sofisticadas baseadas em processamento de imagens por inteligência artificial como machine 

learning, rede neural e deep learning com resultados promissores (LAMPRECHT et al., 2007; 

JONES et al., 2009; SILVA et al., 2019). Entretanto, são métodos pouco acessíveis, não estão 

disponíveis em domínio público e não são gratuitos, ao contrário de métodos mais simples 

(REYES-FERNANDEZ et al., 2019). Um exemplo de software gratuito e acessível é o ImageJ, 

o qual é disponibilizado pelo Instituto Nacional de Saúde e apresenta diversos plugins para 

ferramentas de segmentação para uso em todas as imagens, incluindo as histológicas 

(SCHINDELIN et al., 2015).  

A alta acurácia foi mantida (83,84%), quando comparado ao método convencional 

aplicado por um observador experiente. Também foi demonstrado que não há diferença 

significativa entre os dois métodos e resultados similares foram demonstrados na literatura em 

outras condições experimentais (REYES-FERNANDEZ et al., 2019; TAMMINGA et al., 

2016), confirmando que o método automatizado proposto é confiável. 

Além disso, visando contribuir para a popularização do método automatizado, o 

presente estudo desenvolveu um método de fácil acesso e aplicabilidade. Uma vez que, o plugin 
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desenvolvido é para ser utilizado no software ImageJ, o qual é um software gratuito e de 

domínio público.   

Há limitações no método proposto devido a definição de um limiar global para todas as 

imagens no processo de segmentação, como perda de informações, dificuldade de aplicação do 

método na mínima variação das imagens e a funcionalidade limitada a um conjunto de 

condições de padronização da imagem (LINHARES et al., 2022; REYES-FERNANDEZ et al., 

2019; TAMMINGA et al., 2016). Portanto, são necessários mais estudos sobre aplicações de 

automatização em análises histológicas e histopatológicas para que se aprimore as ferramentas 

de segmentação. 

O plugin proposto neste estudo funciona bem em condições específicas: coloração em 

HE, uso de imagens de boa qualidade e de fundo adequado.  

 

5 CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que a quantificação celular nas membranas PRF foi realizada com sucesso 

pelos dois métodos de análise, sendo que o método automatizado proposto demanda tempo 

significativamente menor, comparado ao método convencional.  
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