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PRogRamando o SoftwaRE ImagEj PaRa a SElEção 
automátIca dE áREaS maRcadaS PoR Imuno-
HIStoquímIca E coRadaS com o cRomógEno daB E 
contRa-coRadaS PEla HEmatoxIlIna.
PROGRAMMING IMAGEJ SOFTWARE FOR AUTOMATIC SELECTION OF 
IMMUNOHISTOCHEMISTRY MARKED AREAS STAINED BY DAB CHROMOGEN AND 
COUNTER-STAINED BY HEMATOXYLIN.
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Resumo

Introdução: a quantificação dos parâmetros de imunomarcação na análise de imagens de imuno-histoquímica 
depende da adequada delimitação das regiões marcadas, sendo a seleção destas regiões realizada manualmente ou 
através de métodos computacionais automáticos ou semi-automáticos. objetivos: Viabilizar um método de seleção 
automática de áreas marcadas por imuno-histoquímica por meio do software Imagej, apresentando a programação 
envolvida e analisando quantitativamente as imagens.
métodos: Para a aplicação e avaliação da programação proposta neste trabalho foram utilizadas imagens de 
imuno-histoquímica para localização de alfa-actina de músculo liso (α-Sma) provenientes de estudo de modelo 
animal experimental de fibrose renal em ratos wistar machos. foram capturadas imagens de áreas distintas da 
região do córtex renal contendo regiões positivas coradas pelo 3,3’-diaminobenzidina (daB) em uma lâmina 
com imunomarcação extensa (n=10) e em outra lâmina com Imunomarcação focal (n=10), provenientes de dois 
animais. a contra-coloração foi feita com hematoxilina. Resultados: a diferença da extensão da imunomarcação foi 
qualitativamente evidente entre os dois grupos de imagens. as áreas reveladas pelo daB nas lâminas dos animais 
I e II foram selecionadas automaticamente pelo programa, ajustadas pelo operador, e quantificadas, apresentando 
fração de área ocupada de 23,48 ± 6,52% e de 0,10 ± 0,04% respectivamente, valores expressos em média ± desvio 
padrão com diferença estatística significativa (p < 0,0001).conclusões: o software Imagej mostrou-se adequado para 
a aplicação da seleção automática de áreas marcadas por imuno-histoquímica, embora a intervenção do operador 
tenha sido necessária para a correta identificação dos pontos de corte do “threshold”, supervisionando a correta 
delimitação das áreas. 
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abstRact

Introduction: The immunostaining quantitative parameters of immunohistochemistry image analysis depend on 
the proper delimitation of marked regions. The selection of those marked regions is carried out manually, or by 
computed semi-automatic or automatic methods.objectives: to carry out a feasible automatic method on selection 
of immunohistochemistry stained areas applying the Image j software (nIH), presenting the computed program 
and the quantitative analysis of some images.methods: for application and evaluation of the proposed program of 
the study, we used immunehistochemistry images of alpha-smooth muscle actin (α-Sma), a marker of epithelial 
dedifferentiation, coming from an experimental study of renal fibrosis in wistar male rats. The images have been 
captured from non-overlapping regions of the renal cortex, comprising positive 3,3’-diaminobenzidine (daB)-stained 
fields of a strong immunostained slide (n=10, animal I) and another slide with focal immune pattern (n=10, animal 
II), obtained from two different animals. The slides were counter-stained by Hematoxylin.Results: The difference by 
immunostaning between the two specimens was qualitatively evident. The areas revealed as daB-positive in animals 
I and II slides were automatically selected by the proposed program, visually adjusted by the operator, and finally, 
quantified, resulting in an occupied area fraction of 23.48 ± 6.52% and 0.10 ± 0.04%, respectively, p<0.0001.
conclusion: The software Image j was able to perform a feasible automatic selection of immunohistochemistry daB 
stained areas, although the operator intervention has been necessary to identify the correct threshold cut-off points, 
supervising if the delimitation of marked areas was precise.
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1 INTRODUÇÃO

a quantificação dos parâmetros de imunomarcação na análise de 
imagens de imuno-histoquímica depende da delimitação das regiões 
marcadas em relação às regiões não marcadas (dI cataldo et al., 
2010). uma vez selecionadas as regiões com marcação positiva, pode-
se quantificar a porcentagem de área imunomarcada por meio de 
software de processamento de imagens (BREY et al., 2003).

a seleção das regiões identificadas como marcadas positivamente 
para o cromógeno pode ser feita manualmente através da demarcação 
direta sobre cada imagem, embora desta forma esta seleção fique sujeita 
às variações do observador ou a dificuldades de seleção quando baixos 
níveis de antígenos são corados sobre uma contra-coloração escura, 
além de ser demorado, sobretudo para grandes quantidades de imagens 
e/ou extensas áreas marcadas (BREY et al., 2003).

Vários métodos computacionais foram desenvolvidos para 
realizar a rápida separação das áreas imunomarcadas das imagens 
de fundo, de maneira automática ou semiautomática, diminuindo 
consideravelmente a intervenção do operador e desta forma o viés 
(goto et al., 1992; KIng et al., 2002; KoHlBERgER et al., 
1999; lEHR et al., 1997; ma, 1999; montIRonI et al., 1996; 
RuIfRoK; joHnSton, 2001; RuIfRoK, 1997; SmEjKal; 
SHaInoff, 1997; undERwood et al., 2001; VIlaPlana; 
laVIallE, 1999).

o daB (3,3’-diaminobenzidina) é comumente utilizado em 
imuno-histoquímica na identificação de tecidos marcados pelo 
método da imunoperoxidase. o daB atua como cromógeno, que na 
presença da enzima peroxidase produz um precipitado de cor marrom, 
revelando desta forma os tecidos imunomarcados. a contracoloração, 
quando realizada com a hematoxilina, deixa os tecidos não marcados 
com a cor azul de fundo. 

um método de análise de imagens que permite a seleção 
automática de áreas imunomarcadas reveladas pelo daB utiliza a 
conversão das imagens RgB (24-bit), obtidas das lâminas coradas 
pelo daB e contra-coradas pela hematoxilina, em imagens de 8-bit 
normalizadas pelo canal azul (Bn), permitindo o delineamento 
preciso das áreas coradas em relação aquelas contracoradas de fundo. 
o método foi implementado em um programa comercial de análise de 
imagem (IPlab 3.5, Scanalytics, fairfax, uSa), podendo também ser 
empregado usando outros programas de processamento de imagem, 
inclusive o nIH Image, embora a programação seja mais complexa 
com este software (BREY et al., 2003).

o Imagej (national Institutes of Health, Bethesda, uSa), 
substituto do nIH Image,  é um programa de processamento digital 
de imagens de domínio público, gratuito, de uso consolidado pela 
comunidade científica, principalmente na área de microscopia. Para 
viabilizar a aplicação do método das imagens Bn por meio do Imagej, 
desenvolvemos o presente trabalho, apresentando a programação 

envolvida e aplicando o programa na seleção automática e análise 
quantitativa de áreas marcadas por imuno-histoquímica utilizando 
o cromógeno daB e contracorados pela hematoxilina (BuRgER; 
BuRgE, 2008; collins, 2007).

2 MATERIAIS E MÉTODOS

Para a aplicação e avaliação da programação proposta neste trabalho 
foram utilizadas imagens de imuno-histoquímica para localização 
de α-Sma, provenientes de estudo de modelo animal experimental 
de fibrose renal realizado no centro de Biologia da Reprodução-
cBR/ufjf, cujo protocolo (nº 005/2008–cEEa) foi aprovado 
pela comissão de Ética na Experimentação animal da universidade 
federal de juiz de fora.

2.1 Imuno-HIStoquímIca

a imuno-histoquímica foi realizada em cortes histológicos 
parafinizados de rim de dois ratos wistar machos de seis semanas de 
idade. Para tanto, as lâminas foram desparafinizadas, reidratadas e 
expostas a uma solução de tris-Edta (pH 9) a 95º para a recuperação 
antigênica. a atividade de peroxidase endógena foi bloqueada com 
peróxido de hidrogênio a 3% e adicionalmente com uma solução 
bloqueadora de proteína (Envision, daKo, uSa). Seguiu-se com a 
incubação do anticorpo primário α-Sma (abcam, uSa) na titulação 
de 1:300, e com a incubação com o polímero marcado (Envision, 
daKo,uSa), usando duas incubações sequenciais de 30 minutos à 
temperatura ambiente. a marcação foi revelada pela coloração com 
o cromógeno 3,3 diaminobenzidina (daB), corando o antígeno 
específico de marrom, seguida pela contracoloração pela hematoxilina.

2.2 caPtuRa E análISE dE ImagEm

as imagens utilizadas para análise foram capturadas com 
microscopia de campo claro e objetiva de 20 x por meio de um sistema 
de captura (carl Zeiss, germany) composto de: microscópio axioPhot 
I, equipado com câmera axiocam Icc3 e software axioVision v 
4.7.2.0.

Em lâminas provenientes dos dois animais, foram capturadas dez 
áreas distintas da região do córtex renal contendo regiões positivas, 
ou seja, coradas de marrom. as 20 imagens geradas foram gravadas 
em RgB (24-bit) no formato tiff, sem compressão, e possuíam a 
dimensão de 2080 x 1540 pixels.

o processamento e análise das imagens foram realizados com o 
software de domínio público Imagej 1.43a, versão 64-bits (national 
Institutes of Health, Bethesda, uSa; http://rsbweb.nih.gov/ij/), que 
é um aplicativo java que pode ser executado na maioria dos sistemas 
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operacionais (caRmona et al., 2007). no presente estudo, o software 
Imagej foi instalado em um computador com processador Intel core 
duo® (Intel corporation, uSa), com 4 gigabyte de memória Ram e 
sistema operacional windows 7®, de 64 bits (microsoft corporation, 
uSa).

Para o cálculo da imagem normalizada pelo azul (Bn), cada 
imagem RgB foi inicialmente duplicada e separada em três imagens 
distintas de tons de cinza (8-bit), levando informações dos canais de 
cor vermelha, verde e azul, respectivamente. uma nova imagem (Bn) 
de 8-bit e dimensões 2080 x 1540 foi criada para receber, pixel a pixel, 
os valores provenientes do cálculo da fórmula (1) aplicada sobre os 
valores contidos em cada pixel das imagens dos três canais de cor: 

,

onde R, g e B são os valores dos pixels dos três canais de cor 
(vermelho, verde e azul, respectivamente) e * indica multiplicação 
(Brey et al., 2003).

o código programado em comandos de macro para gerar a imagem 
normalizada Bn, seguindo a orientação acima, está apresentado a 
seguir. notar a presença de comentários após todos os comandos com 
finalidade didática. os comentários estão separados dos comandos 
pela marca de comentário “//” e não são executados pelo programa, 
servindo apenas de anotações:

macro “RgB_to_Bn” {
 // inicializa-se o código com o nome da macro
orig = gettitle();
// armazena o nome do arquivo de origem
run(“duplicate...”, “title=temp”);
// gera uma cópia da imagem de origem
m = getwidth();
// armazena a largura da imagem
n = getHeight();
// armazena a altura da imagem
setBatchmode(true);
// seleciona o modo de execução em “Batch”, que é 20 vezes mais 

rápido que o modo normal
run(“Split channels”);
// executa a separação dos canais de cor gerando as três imagens 

de 8-bit
newImage(orig+”_Bn”, “8-bit Black”, m, n, 1);
// cria-se uma nova imagem Bn vazia de 8-bit
for (v=0; v<n; v++) { 
// loop para percorrer toda a largura das imagens pixel a pixel
showProgress(v, n);

// mostra a barra de progresso na janela do Imagej
for (u=0; u<m; u++) {
// loop para percorrer toda a altura das imagens pixel a pixel
selectImage(“temp (red)”); 
// seleciona a imagem do canal vermelho
red= getPixel(u,v);
// armazena o valor do pixel “vermelho” na posição u,v
selectImage(“temp (green)”);
// seleciona a imagem do canal verde
green= getPixel(u,v);
// armazena o valor do pixel “verde” na posição u,v
selectImage(“temp (blue)”);
// seleciona a imagem do canal azul
blue= getPixel(u,v);
// armazena o valor do pixel “azul” na posição u,v
Bn = 255*blue/(red+green+blue);
// aplica a fórmula (1) utilizando as variáveis coletadas 
selectImage(orig+”_Bn”);
// seleciona a imagem Bn
setPixel(u, v, Bn);
// atribui o valor calculado no pixel da posição u,v na imagem Bn
}
// fecha o loop da altura
}
// fecha o loop da largura
setBatchmode(false);
 // desativa o modo “Bacth”
}
// finaliza a macro mostrando a nova imagem Bn gerada

Para medir a área ocupada pelas regiões coradas positivamente 
pelo daB, cada imagem normalizada Bn produzida pela execução 
do código macro acima foi submetida ao comando “Threshold” 
localizado no menu “Image>adjust>”, no modo automático, porém o 
melhor ponto de corte, aquele que melhor delimitava a área marcada 
sem englobar o background, se necessário, era ajustado pelo operador 
para cada imagem. após o ajuste, o comando “measure” do menu 
“analyze” era aplicado para se registrar a porcentagem da área ocupada, 
limitando-se à região selecionada pelo  comando “Threshold”.

2.3 análISE EStatíStIca

as variáveis quantitativas avaliadas foram: (i) o tempo de execução 
do código durante o processamento da geração das imagens normalizadas 
Bn; (ii) os valores das áreas imunomarcadas calculadas. Para a comparação 
destas variáveis, obtidas nas imagens dos animais I e II, foi utilizado o teste 
– t de Student com nível de significância α = 5 %.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

neste trabalho foram processadas e analisadas 20 imagens 
capturadas de lâminas imunomarcadas para alfa-actina de músculo 
liso (Sma), revelado pelo daB e contracoradas pela hematoxilina. 
as imagens provenientes do animal I (n=10) apresentaram-se 
extensamente imunomarcadas, enquanto as imagens do animal II 
(n=10) apresentaram-se focalmente coradas pelo daB (figura 1a e 
1b). a diferença da extensão da imunomarcação foi qualitativamente 
evidente entre as imagens dos dois animais utilizados neste estudo. 
Entretanto, para uma comparação quantitativa destas áreas marcadas, 
fez-se necessário o cálculo da porcentagem da área ocupada pelo 
corante daB em relação à área total da imagem.

a programação seguindo o método das imagens Bn foi realizada 
utilizando a linguagem de macro, que é uma maneira relativamente 
simples de se automatizar comandos no Imagej (collInS, 2007). a 
macro utilizada foi eficiente na conversão das imagens RgB (24-bit) em 
imagens de tons de cinza normalizadas para o azul (figura 1c e 1d). 
o tempo para o processamento de cada imagem foi de 12,66 ±0,25 
segundos nas imagens do animal I e de 12,51 ±0,14 segundos nas 
imagens do animal II, valores expressos em média ± desvio padrão, não 
havendo diferença estatística entre os grupos de imagens. Este tempo 
foi relativo ao processamento da fórmula (1) aplicada pixel a pixel, 
perfazendo 3.203.200 (três milhões, duzentas e três mil e duzentas) 
operações em cada imagem de tamanho 2080 x 1540 pixels. o tempo 
de processamento não foi sensível à quantidade de área marcada visto ser 
em operações pixel a pixel em todos os pixels da imagem, podendo ser 
reduzido ou aumentado, caso o tamanho das imagens fosse menor ou 
maior, respectivamente. Este tempo poderá ser reduzido caso o código 
seja implementado na linguagem jaVa, mais potente que a macro, 
através de programação de Plug-in para o Imagej (collInS, 2007).

após o processamento, as áreas imunomarcadas foram 
segmentadas pelo método de “Threshold” das imagens Bn obtidas. 
Em cada imagem, o comando “Threshold” foi executado no modo 
automático, porém em todas as imagens foi necessário o adequado 
ajuste do ponto de corte para se obter uma melhor delimitação da 
área marcada pelo daB em relação às imagens de contracoloração. 
Para o método ser automatizado, imagens de teste devem ser utilizadas 
para se obter o melhor ponto de corte antes de aplicar o método nas 
imagens subsequentes (BREY et al., 2003). a iluminação e coloração 
não homogêneas das lâminas podem dificultar a distinção entre 
as imagens marcadas e as imagens de fundo, levando as técnicas de 
segmentação baseadas no “Threshold” global ao erro. na maioria das 
vezes, é necessária a intervenção manual para a solução de casos difíceis 
ou ambíguos (dI cataldo et al., 2010).

as porcentagens das áreas reveladas pelo daB em relação à área 
total das imagens foram então quantificadas, apresentando o grupo de 

imagens do animal I (n=10) e animal II (n=10), 23,48 ± 6,52% e 0,10 
± 0,04%, respectivamente (figura 1e e 1f ), valores expressos em média 
± desvio padrão, com diferença estatística significativa (p < 0,0001). 
Esses valores estão de acordo com a avaliação qualitativa inicial, na 
qual as imagens do animal I apresentavam extensas áreas de daB e do 
animal II, pequenas áreas focais.

figura 1 – Imagens das lâminas de imuno-histoquímica com a coloração 
marrom representando as áreas imunomarcadas para α-Sma, reveladas pelo 
cromógeno daB e a contracoloração por hematoxilina com a cor azulada 
de fundo representando áreas que não expressam o antígeno de interesse. (a) 
imagem com imunomarcação extensa; (b) imagem com imunomarcação focal 
(setas); (c,d) imagens em tons de cinza, normalizadas pelo azul (Bn), geradas 
pela execução da  macro aplicada sobre as imagens em (a) e (b), respectivamente; 
(e,f ) imagens resultantes da aplicação do comando “threshold” sobre as imagens 
(c) e (d), identificando a área  marcada positivamente (em branco) e a imagem 
de fundo não marcada (em preto). o cálculo da porcentagem da área marcada 
é feito automaticamente pelo Imagj por meio do comando “measure”, limitado 
às áreas previamente selecionadas pelo “Threshold” em (e) e (f ).

4 CONCLUSÕES

o software Imagej mostrou-se adequado para a aplicação do 
método de normalização pelo canal azul para a seleção automática 
de áreas marcadas por imuno-histoquímica, utilizando o cromógeno 
daB e contracorados pela hematoxilina, embora a intervenção do 
operador seja necessária para a correta identificação dos pontos de 
corte do “threshold”, supervisionando a correta separação das áreas 
imunomarcadas em relação as áreas contracoradas. 
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