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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo comparar diferentes métodos de analise
histomorfométrica e introduzir um novo método automatizado, para quantificacdo celular em
membranas de Fibrina Rica em Plaquetas (PRF). Metodologia: participaram do estudo 5
voluntarios, nos quais foram realizadas 3 venopungoes, em periodos diferentes. Em cada uma,
foram coletados 16mL de sangue, separados em 2 tubos de plastico sem aditivos. Todos os
tubos foram centrifugados no protocolo L-PRF (700g/12minutos) e, apos a centrifugagdo, o
PRF foi aspirado e dispensado em recipientes de vidro. O coagulo de PRF obtido foi prensado
na PRF-BOX e as membranas geradas foram fixadas em solugdo de formaldeido tamponado
com PBS. Em seguida, as membranas foram processadas para inclusdo em parafina. Os cortes
histologicos obtidos foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e a quantificagdo celular
foi realizada por meio de duas abordagens: 1) andlise histomorfométrica convencional e 2)
analise automatizada, com a criacdo de um plug-in para o software ImageJ. O tempo necessario
para realizar a andlise utilizando cada método também foi medido. Os resultados foram
submetidos ao teste estatistico de Bland-Altman e posteriormente ao teste de regressao linear
para verificacdo de viés de proporcao (a tendéncia de os valores estarem acima ou abaixo da
média). Resultados: ndo foi encontrada diferenga estatistica 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). Conclusdo: O método automatizado
desenvolvido foi efetivo na andlise histomorfométrica, para quantificacdo celular, em

membranas de PRF e mostrou redu¢ao significante no tempo de trabalho.

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

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 INTRODUCAO

A analise histomorfométrica ¢ de extrema importancia para a avaliagdo de eventos
bioldgicos como efeito de drogas no organismo e condigdes sist€émicas, principalmente
doengas. Também, frequentemente, ¢ utilizada para analisar grupos em condigdes
experimentais e para avaliar parametros histologicos. Essa quantificacdo pode ser realizada de
diferentes maneiras, como: método convencional visual/manual, no qual a analise ¢ totalmente
dependente de um operador; método semiautomatizado, no qual a andlise ¢ realizada por um
operador com o auxilio 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 analise ¢ realizada apenas por um sistema automatizado (LINHARES et al., 2022;
WHITNEY et al., 2018; YU et al., 2016).

O método convencional ¢ considerado padrdo ouro, sendo muito utilizado em analises
microscopicas, quantitativas e qualitativas (MENDES et al., 2020; SOARES et al., 2019;
LINHARES et al., 2022). Entretanto, ¢ uma analise demorada e depende da experiéncia do
operador que a realiza, o que pode incluir vieses no processo analitico.

Com os avangos tecnoldgicos, as analises histologicas assistidas por computador
passaram a ser estudadas e, a partir disso, foram criados métodos automatizados para a
avaliacdo quantitativa dessas imagens (MARQUES FILHO e VIEIRA NETO, 1999;
GONZALEZ & WOODS, 2018; LINHARES, 2023). Os métodos automatizados permitem a
analise de grande nuimero de imagens em um curto periodo de tempo, reduzindo,
significativamente, o tempo de analise. Além disso, podem aumentar a eficiéncia e a precisdo
do processo analitico semelhante a andlise convencional realizada por um observador
experiente (GONZALEZ & WOODS, 2018; HAMMES et al., 2018; STEINER et al., 2018;
LINHARES, 2023).

Nesse contexto, o0 método semiautomatizado ¢ aquele em que um operador combina a
analise histomorfométrica convencional com a andlise automatizada, o que gera uma redugdo
do tempo de andlise quando comparado ao método convencional. Entretanto, esse método
ainda requer a presenga de um observador experiente e consome consideravel tempo.
(LINHARES et al., 2022).

O método computadorizado automatizado apresenta como vantagens a possibilidade de
reunir um grande volume de informagdes sobre determinado aspecto a ser analisado em uma
unica ferramenta digital. Dessa forma, ¢ possivel reduzir a subjetividade da avaliagdo humana,

além de acrescentar agilidade a analise do material, objetivando diagnosticos seguros e rapidos.



Apesar de facilitar o trabalho do operador e diminuir o tempo de trabalho, o método
automatizado ainda ¢ pouco utilizado em analises histopatologicas. Isso deve-se ao fato de que
a imagem histologica é complexa, pois possui grande quantidade de objetos de interesse
(células e estruturas celulares) amplamente distribuidos e rodeados por varios tipos de tecido.
Além disso, essas imagens podem conter artefatos como: areas borradas e/ou com falhas; areas
com sobreposicao de tecido; presenca de fragmentos nao pertencentes a lamina (LINHARES
et al., 2022; CARBONARE et al., 2005).

No sentido de avaliar o método computacional proposto, a analise histomorfométrica
das membranas de Fibrina Rica em Plaquetas e Leucocitos (LPRF) foi utilizada como modelo
para quantificagdo celular. O protocolo de PRF, desenvolvido pelo médico francés Choukroun
(2006), consiste em obter o concentrado sanguineo a partir da centrifugacdo de sangue
periférico a 700g/12min, sem adigdo de anticoagulantes ou quaisquer outros aditivos
(CHOUKROUN et al., 2006).

O PRF ¢ uma membrana de fibrina autégena, enriquecida por plaquetas, leucocitos e
fatores de crescimento e apresenta grande importancia como terapia adjuvante no processo de
reparo tecidual. O PRF ¢ capaz de promover angiogénese, quimiotaxia, mitose e proliferacao
celular, acelerando os processos fisioldgicos de reparo tecidual e reduzindo o desconforto pos-
operatorio (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 ¢ utilizado em diversos campos.
Nas cirurgias orais menores € bucomaxilofaciais pode ser empregado como terapia adjuvante
em cirurgias de levantamento de seio maxilar (PEREIRA et al., 2020), para o tratamento de
comunicagdes buco-sinusais (ALVES et al., 2020), para promog¢ao de melhor estabilidade
secundaria do implante dentario (LYRIS et al., 2021; TABASSUM et al., 2022) e para reduzir
infeccoes pos-operatorias (DOHAN et al., 2006; CHOUKROUN et al., 2006; MIJIRITSKY et
al., 2021). Ja na periodontia, o PRF ¢ indicado, principalmente, para o reparo de tecidos moles,
como para tratamento de recessdo gengival e de lesdes de furca, mas ainda pode ser utilizado
para tratamento de defeitos intradsseos (MIJIRITSKY et al., 2021), principalmente quando em
conjunto do desbridamento de retalho aberto (MIRON et al., 2021).

Ainda, o PRF pode ser utilizado para promogao de rejuvenescimento facial, por entregar
uma alta quantidade de fatores de crescimento ao sitio de aplica¢do, aumentando o estimulo
dérmico (MIJIRITSKY etal., 2021). Por fim, na endodontia, o PRF ¢ indicado, principalmente,
para dentes com polpa necrdtica € o apice ainda aberto (rizogénese incompleta). Esse
procedimento tem como objetivo promover reparacdo constante, levando ao aumento

progressivo da espessura dentindria, alongamento radicular, regressdo de lesdes periapicais e,



até mesmo, fechamento do apice dentario (SIMONPIERI et al., 2009; SHIVASHANKAR et
al., 2012; ARSHAD et al., 2021).

A hipdtese do presente estudo ¢ que ndo ha diferenga significativa entre os métodos
convencional e automatizado, na quantificacao celular. Assim, o objetivo foi avaliar a eficacia
do método de quantificacdo automatizado comparando-o com o método de quantificagdo

convencional (padrao-ouro), utilizando como modelo imagens histologicas de membranas de

PRF.

2 METODOLOGIA

2.1 Obtencao e processamento dos concentrados sanguineos

Participaram do estudo 5 individuos sauddveis (2 do sexo masculino e 3 do sexo
feminino), apo6s assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), e que
preencheram os requisitos dos critérios de inclusdo para coleta do sangue, de acordo com
protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (nimero do parecer: 4.115.144). Os
critérios de inclusdo foram: ndo ter utilizado anti-inflamatdrios, anticoagulantes ou antibidticos
nos 03 meses anteriores ao estudo, ndo estar em periodo gestacional ou de lactagdo, nao
apresentar historia de doenga periodontal ou qualquer infec¢do sistémica ativa e ndo ser
fumante.

Em cada individuo foram realizadas 03 venopungdes em diferentes momentos. Em cada
venopungao foram coletados cerca de 16 ml de sangue distribuidos em 02 tubos de plastico
sem aditivos, que foram centrifugados a 700g/12min. Imediatamente apos a coleta, os tubos
foram colocados em slots de uma centrifuga de mesa (Spinlab®/Spin 5000-8/Ribeirdo Preto-
Brasil), em um prazo mdximo de quatro minutos do inicio da coleta at¢ o inicio da
centrifugacdo. Apos a centrifugacdo, a por¢ao acima das hemacias (PRF) foi aspirada com
agulha e seringa (figura 1A e B). Em seguida, o PRF foi dispensado em potes de vidro (figura
1C) e ap6s polimerizagdo, os codgulos foram transferidos (figura 2A) e prensados em uma

caixa de inox (PRF-Box) (figura 2B).



Figura 1: Tubo de plastico ap6s a centrifugagdo (A), Aspiragdo do PRF (B) e PRF sendo

dispensado em frascos de vidro (C)

Figura 2: Coagulos-PRF na caixa PRF- box (A) e membranas PRF formadas apos a

prensagem (B)

As membranas de PRF formadas foram fixadas em solu¢ao de formaldeido a 10% em
tampao fosfato 0,1M e glutaraldeido a 0,1% durante 24 horas. Apos a fixagcdo, as membranas
foram processadas para inclusdo em parafina, e os blocos obtidos foram cortados no micrétomo
(Leica Biosystems RM2245 - Leica®, Nussloch, Alemanha). Os cortes histoldgicos, de 5
micrometros de espessura, foram corados em hematoxilina e eosina (HE). Em seguida, as
imagens histologicas 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 5fefl75¢).

2.2 Analise histomorfométrica convencional



As imagens digitalizadas foram convertidas para TIFF, de forma a possibilitar a analise
no software Imagel. De cada imagem histologica foram extraidas 10 areas de 600x600pm
utilizando o software QuPath (© Copyright 2019-2021, QuPath docs authors. Revision
Sfefl75c). Posteriormente, as células foram quantificadas, manualmente, utilizando a
ferramenta de contagem “multi-point” do software ImageJ (versdo 1.52a, Copyright © Wayne
Rasband, National Institutes of Health, EUA) e listados pela ferramenta “results” do mesmo
software (figura 3).
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Figura 3: imagem histologica de membrana PRF corada em HE, evidenciando o método
manual de quantificagdo de células por meio do software ImageJ (versdo 1.52a, Copyright ©

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

2.3 Analise 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 pardmetros para que o computador realizasse a quantificacio

celular de forma automatizada.



e {
12.1og("Houve us problems 3o renceear o arquivo = + FileList[i]}:

Figura 4: codigo do script no formato .txt, que compde a macro. Nessa macro sdo detalhadas
todas as especificidades e todos os parametros para possibilitar a quantificacao automatizada.

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

2.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o software PASW Statistics (versdao 18.0.0;
SPSS Ltd Software Inc., Quarry Bay, Hong Kong) para verificacdo da concordancia entre os
métodos. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de Bland-Altman e ao teste de
regressao linear para verificagdo do viés de propor¢ao (tendéncia de valores acima ou abaixo
da média). Os resultados sdo apresentados como média + 1,96 x DP. A concordancia estatistica
foi considerada em a > 0,05.

A acuricia foi calculada através da divisdo da média dos valores do método
convencional pela média dos valores do método automatizado. O resultado foi multiplicado

por 100 para conversao do valor em porcentagem.

3 RESULTADOS



3.1 Comparacio entre o0 método convencional e 0 método automatizado

A andlise histomorfométrica ndo mostrou diferenca estatistica 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 andlise pelo método
automatizado consumiu tempo significativamente menor (0,08 £ 0,0 segundos) que pelo

método convencional (904,67 + 3,77 segundos) (figura 5B).
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Figura 5: A - Quantificagdo histologica dos métodos convencional e automatizado. Nenhuma
diferenca estatisticamente significativa foi encontrada entre esses dois métodos (p = 0,1). B -
A analise do tempo de trabalho para a analise histomorfométrica em cada método mostrou

diferenga estatistica (*p<0,001) entre os métodos convencional e automatizado.

3.2 Analise de Bland-Altman

A andlise de Bland-Altman demonstrou uma forte concordancia entre os métodos
convencional e automatizado. A diferenga entre os métodos para contagem celular foi de 1,78
+ 5,37 e os limites de concordancia foram: 12,31 (limite superior) e -8,75 (limite inferior),
respectivamente. Nenhuma diferenga significativa entre eles foi encontrada (p = 0,1) e ndo foi
detectada tendéncia de proporcao de vi€s nos resultados da regressao linear. O valor médio do
p foi de 0,89 (figura 6). A acuracia média foi 83,84 = 7,20% para o método automatizado

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

4 DISCUSSAO

A hipétese deste estudo foi confirmada, uma vez que nao houve diferenga significativa
entre o método automatizado e o método convencional, na quantificagdo celular em membranas
PRF. Sendo que o método automatizado apresentou redugao significativa do tempo de trabalho,
alta acuracia (83,84%) e padronizagdo, reduzindo os vieses no processo de analise.

Nesse estudo, criou-se um método automatizado a partir da segmentagdo por duplo
limiar em conjunto com outras etapas de processamento de imagem, sendo criado um plugin
para uso no software Imagel para quantificacao celular (SCHINDELIN et al., 2015; REYES-
FERNANDEZ et al., 2019). O método de segmentacao por duplo limiar j& 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).

M¢étodos automatizados sdo de grande importancia nas praticas clinicas e na area da
pesquisa, pois permitem a andlise de muitas imagens em um curto periodo, reduzindo,
significativamente, o tempo de analise (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 eficiéncia e a precisdo das
decisdes do especialista (LEI HE et al., 2010). Essa informacao 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 acuracia e padronizagao,
reduzindo os vieses no processo de analise.

A andlise de imagem assistida por computador tem se tornado um recurso cada vez mais
importante nas areas biomédicas. O processamento e analise de imagens médicas em radiologia
e citologia vem sendo pesquisado e desenvolvido ha décadas (BANKMAN, 2009). No entanto,
o uso desses sistemas na analise histologica ¢ complexo, pois as imagens histologicas sdo
significativamente diferentes das imagens radioldgicas e citoldgicas, por apresentarem grande
quantidade de objetos de interesse (células e estruturas celulares), amplamente distribuidos e
rodeados por diferentes tecidos; tipos diferentes de coloracao; variabilidade de cor dentro de
uma mesma técnica de coloracdo; presenca de artefatos na imagem (como tecidos sobrepostos;
estruturas borradas; perda de material) (LINHARES et al., 2022). Devido a essa complexidade,
pesquisas nessa area ainda sao muito incipientes e necessitam de amplo desenvolvimento para
tornarem-se difundidas como os outros tipos de analise de imagem citados (LEI HE et al.,
2010).

Baseando-se nos resultados do presente estudo, é possivel que o método automatizado
proposto possa aprimorar as andlises para diagndstico e quantificagdo de células
(LAMPRECHT et al., 2007; SILVA et al., 2019). Além disso, ¢ importante destacar que
existem outros métodos automatizados em desenvolvimento, utilizando ferramentas mais
sofisticadas baseadas em processamento de imagens por inteligéncia 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, sdo métodos pouco acessiveis, ndo estdo
disponiveis em dominio publico e ndo sdo gratuitos, ao contrario de métodos mais simples
(REYES-FERNANDEZ et al., 2019). Um exemplo de software gratuito e acessivel ¢ o ImagelJ,
o qual ¢ disponibilizado pelo Instituto Nacional de Saude e apresenta diversos plugins para
ferramentas de segmentacdo para uso em todas as imagens, incluindo as histologicas
(SCHINDELIN et al., 2015).

A alta acuracia foi mantida (83,84%), quando comparado ao método convencional
aplicado por um observador experiente. Também foi demonstrado que ndao hé diferenca
significativa entre os dois métodos e resultados similares foram demonstrados na literatura em
outras condi¢des experimentais (REYES-FERNANDEZ et al., 2019; TAMMINGA et al.,
2016), confirmando que o método automatizado proposto ¢ confiavel.

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

presente estudo desenvolveu um método de facil acesso e aplicabilidade. Uma vez que, o plugin
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desenvolvido ¢ para ser utilizado no software ImagelJ, o qual ¢ um software gratuito e de
dominio publico.

Hé limita¢des no método proposto devido a defini¢do de um limiar global para todas as
imagens no processo de segmentacdo, como perda de informagdes, dificuldade de aplicagao do
método na minima variagdo das imagens e a funcionalidade limitada a um conjunto de
condig¢des de padronizagdo da imagem (LINHARES et al., 2022; REYES-FERNANDEZ et al.,
2019; TAMMINGA et al., 2016). Portanto, sdo necessarios mais estudos sobre aplicagdes de
automatizacao em andlises histologicas e histopatoldgicas para que se aprimore as ferramentas
de segmentacao.

O plugin proposto neste estudo funciona bem em condi¢des especificas: coloragdo em

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

5 CONCLUSAO

Conclui-se que a quantificagao celular nas membranas PRF foi realizada com sucesso
pelos dois métodos de analise, sendo que o método automatizado proposto demanda tempo

significativamente menor, comparado ao método convencional.
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