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RESUMO

O potencial genotoxico de substancias pode causar alteracdes genéticas nos tecidos
celulares, seu efeito é evidenciado apenas ap0s exposi¢cdes sucessivas, quando as
lesGes encontram-se em estagio de malignidade. Os micronucleos sdo estruturas
com tamanho menor do que o nucleo principal e que se formam apos o processo de
divisdo celular. A alta frequéncia de aparecimento dos micronucleos em uma
amostra de células pode indicar a ocorréncia de patologias ainda em seu estagio
inicial, possibilitando uma atuacdo preventiva. O método de contagem de
micronucleos é feito manualmente, a partir da analise visual das células, o que
demanda bastante tempo dos profissionais da éarea. O trabalho propde uma
ferramenta de software para realizar a contagem de células normais ou
micronucleadas de forma computadorizada. O projeto foi realizado com imagens
obtidas a partir de amostras de células do tecido esfoliativo da mucosa bucal de
agricultores, o tratamento das imagens foi realizado utilizando funcdes de
processamento morfolégico, para eliminar aspectos indesejados e auxiliar na
segmentacdo das caracteristicas de interesse, em especial as bordas das células e
de seus respectivos nucleos. A analise foi realizada em toda a extensdo das
imagens capturadas, buscando por objetos que se assemelham a células e
identificando informagdes ao seu respeito. Os resultados mostraram que o software
foi capaz de localizar as células e identificar os casos micronucleados. Para fins de
avaliacdo, foi realizada a comparacdo dos resultados obtidos de uma mesma
amostra, analisada de forma digital e manual, o que demonstrou uma eficiéncia de
aproximadamente 95% na tarefa de identificacdo das células e de 66% para

identificacdo de micronucleos.

Palavras-chave: Células, Micronucleo, Processamento de Imagem.



ABSTRACT

Substances with genotoxic potential may cause genetic alterations in cell tissues, its
affect is only visible after successive exposures, when the clinical condition is already
in stage of malignancy. Micronuclei are structures smaller than the nuclei and are
formed after the cell division process. The high frequency of micronuclei appearance
in a cell sample may indicate the occurrence of pathologies still in early stage,
allowing preventive actuation. The micronuclei counting method is performed
manually, based on the cells visual analysis, which demands a lot of time from
professionals from the area. This essay proposes a software tool to perform counting
of normal cells and cells containing micronuclei using computing. The project was
designed with images obtained from samples of exfoliative tissue of the buccal
mucous of farmers, the image treatment was performed using functions of image
morphological processing, in order to eliminate undesired aspects and help with
segmentation of characteristics of interest, especially cell's edges and their nuclei.
The analysis was performed along the entire captured image, searching for objects
that are similar to cells and identifying information about them. The results show that
software was able to locate cells and identify micronuclei cases. For evaluation
reasons, it was performed a comparison between results obtained to the same
sample, using digital and manual method, which shows a efficiency rate of 95%

identifing cells and 66% of efficiency identifying micronuclei.

Keywords: Cells, Micronuclei, Image Processing.
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1 INTRODUCAO

Existem substancias quimicas que possuem o chamado potencial genotéxico,
como o alcool, a fumaca do cigarro ou agrotoxicos, que causam alteracbes
genéticas nos tecidos celulares com os quais entram em contato. Segundo Andrade
et al. (2005), € comum que isso ocorra na regiao aerodigestiva, que engloba todo o

sistema respiratério e a parte inicial do sistema digestivo.

A exposicao de trabalhadores a substancias genotoxicas é a principal causa
dos casos de cancer em humanos, segundo Chagas, Guimaraes e Boccolini (2013).
As perturbacdes genéticas podem se manifestar na forma de alteracbes em genes,
cujo efeito pode levar ao surgimento de tumores em alguns 6rgdos especificos.
Conforme Andrade, para que esse efeito seja visualmente diagnosticado, é
necessario que o individuo passe por exposi¢cdes sucessivas e que o estado do
quadro tenha evoluido para um estigio de malignidade, com o surgimento de

Ulceras ou outros sintomas.

Dentre as muta¢des genéticas que surgem nas células, Barbon et al. (2013)
destaca a presenca de micronucleos em amostras de tecidos coletados da mucosa
oral. Conforme Oliveira (2000), o micronlcleo € uma estrutura composta por DNA,
RNA e proteinas, contida sob uma envoltéria nuclear, de tamanho menor do que o

nacleo principal e que se forma apds o processo de divisdo celular.

Oliveira (2000) afirma que o teste da presenca de micronucleo é uma analise
simples, que se baseia na observacdo e contagem da ocorréncia de “pequenos
nucleos” em uma dada populacdo de células. A frequéncia dos micronucleos
determina um indice composto da quantidade de aberracdes cromossémicas na

amostra analisada.

Patologias como o céncer de esbdfago e cancer de boca podem ter o seu
estagio de avanco identificado através da frequéncia de micronucleos, segundo
Barbon et al. (2013). Em ambos o0s casos, o teste de micronucleo pode atuar como
medida preventiva, pois ele tem o potencial de identificar a presenca de tais

patologias muito antes delas entrarem em estagio avangado.
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Ao realizar um estudo para avaliar o efeito genotoxico em individuos expostos
de forma ocupacional a agrotoxicos, ou consumidores de alimentos produzidos pelo
método convencional, Godoy (2018) identificou um aumento significativo de
alteracOes nucleares decorrentes de mecanismos que causam morte celular. Em
especial, foi identificado um aumento significativo na frequéncia de micronucleos no
grupo de agricultores que entram em contato direto com pesticidas. Por isso, é
importante acompanhar a quantidade de mutacfes em individuos que foram
expostos a agentes mutagénicos, como forma de biomonitoramento (SALAMA et al.
1999).

Martins e Boschini (2003) apontam outras vantagens de realizar o teste de
micronucleo, pois além de ser um método feito de forma néo invasiva, com a coleta
da amostra efetuada através da raspagem da mucosa bucal (no caso do cancer de
boca), é possivel monitorar pacientes em quadro de alto risco e os resultados
obtidos sdo compativeis com os encontrados em métodos mais sofisticados, como a

cultura in vitro.

O método de determinacdo da quantidade de ocorréncia de microndcleos em
uma amostra é feito através da contagem manual do numero total de células e de
quantas delas sdo micronucleadas. Tal processo fica a critério do profissional que
esta realizando a analise. Thomas (2009) descreve a aparéncia dos microndcleos
como estruturas com tamanho podendo variar em torno de 1/3 do diametro do

nacleo principal e de coloracao similar.

A obtencéo de informacfes de amostras biolégicas através da microscopia de
luz, conforme aponta Banke et al. (2012), é uma tarefa bastante dispendiosa,
principalmente no caso da contagem de células ou colbnias, quando realizada
manualmente por um laboratorista. Figueird6 et al. (2006) afirma que custo do
processo € elevado, devido a grande demanda de profissionais especializados. Além
disso, devido a fatores humanos, como o cansago ou até mesmo a distracdo, 0s
resultados obtidos por meio da contagem manual de células ndo sdo completamente
confiaveis ou reprodutiveis. (GONGALVES; BRUNO, 2010).

De acordo com Bickle (2010), o processamento de imagens € uma ferramenta
amplamente utilizada para o monitoramento de culturas de células, influenciando na

criagdo de novos medicamentos e nos estudos relacionados a sistemas biolégicos.
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Ao aplicarem métodos de processamento de imagens para a contagem de
células, Lucarini, Silva e Bianchi (2004) obtiveram um sistema que realiza a analise
quantitativa de forma rapida e com boa precisdo. Bem como Almeida (2017), que
utilizou o processamento de imagem de microscopio para andlise de biopsia e
desenvolveu uma ferramenta com potencial de identificacdo de patologias,
principalmente na area de citologia, a qual permitiu uma reducdo na carga de
trabalho para os técnicos da area e maior eficiéncia no desempenho de suas
funcdes.

A proposta do trabalho apresentado aqui foi o desenvolvimento de uma
ferramenta de software para auxiliar nesse processo, através da contagem de forma
computadorizada da quantidade de células com micronldcleo em imagens de
amostras coletadas. Para isso, foram utlizadas técnicas de tratamento,

compreensao e interpretacao de imagens.

As imagens utilizadas para a andlise foram capturadas a partir das laminas
cedidas pela professora Dra. Jane Marlei Boeira, da Universidade Estadual do Rio
Grande do Sul. As amostras contém células esfoliativas retiradas da mucosa bucal
de individuos que participaram de pesquisas, as quais foram fotografadas com o
auxilio de microscopia eletronica. O software forneceu resultados através do
destaque visual aplicado as imagens utilizadas como entrada e através de um

reporte textual quanto a cada objeto encontrado nas imagens.

O documento a seguir apresenta o contetdo tedrico o qual servira como base
para o desenvolvimento da pesquisa, bem como 0s métodos 0s quais Sa0 propostos

para realizar o projeto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Exames de Citologia

Segundo Caputo et al. (2013), a citologia € o ramo da biologia que estuda a
morfologia, o desenvolvimento e as funcdes dos componentes celulares e das
células como um todo. O procedimento conhecido como citopatologia tem como
objetivo analisar uma porcdo de células individualizadas, que foram descamadas,
expelidas ou retiradas de alguma superficie do organismo, para verificar a presenca

de possiveis anormalidades.

Ainda de acordo com Caputo et al. (2013), a amostra deve passar por um
procedimento de acondicionamento do material apés a coleta, o qual é essencial
para que ndo haja a perda de contetdo. O tipo de procedimento a ser adotado
depende da natureza do conteido amostrado. A coloracdo ocorre apdés o
acondicionamento, nessa etapa sao utilizados corantes para melhor distinguir cada
porcdo do conjunto de células. O procedimento inclui uma etapa inicial de
hidratacdo, quando as células passam por uma reposi¢cao gradual de agua, atraves
de banhos alcodlicos ou de agua destilada. As células hidratadas recebem um
corante aquoso para corar ndcleos e sdo novamente desidratadas para depois
receber corantes alcodlicos citoplasmaticos, que tém como objetivo distinguir o
citoplasma das células, que é a porcéo gelatinosa interior da célula que carrega o
ndcleo e as demais organelas. Por fim, as células sdo novamente desidratadas,
clarificadas e seladas com fixadores hidrofobicos, que protegem a amostra de

interacBes com moléculas de agua que podem vir a ocorrer.

Esses sdo alguns dos métodos utilizados para a preparacdo de amostras. A
continuagao do processo ocorre em um aparelho apropriado que permita fazer a
visualizagdo dos componentes microscopicos das células. Gracas aos
procedimentos de preparacdo da lamina, € possivel garantir uma distingdo visual

entre cada componente celular, o que auxilia no processo de andlise as imagens.
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2.2 Alteracdes celulares

Segundo Andrade et al. (2005), diversos tipos de alteracdes nucleares tém
sido observadas nos sistemas celulares quando é feita a analise do efeito de
agentes quimicos com potenciais genotdxicos. E comum que as células em tecidos
do sistema aerodigestivo, que engloba desde a cavidade bucal até os 6rgéos de
trato respiratorio e parte dos orgdos do aparelho digestivo, figuem diretamente
expostas a agentes genotdxicos por um intervalo prolongado de tempo. A exposicao
normalmente ocorre de forma direta, como no caso da inalacdo da fumaca do

cigarro, da ingestédo de alimentos nocivos ou do consumo de bebidas alcodlicas.

De acordo com Erdtmann et al. (2003), a genotoxidade é definida pelos
processos quimicos, fisicos ou biolégicos que causam alteracbes na estrutura ou
nas funcdes das moléculas de DNA. A ocorréncia das mutacdes pode estar ligada a
um defeito em uma das proteinas essenciais a manutencdo do DNA, ou a um
problema nos mecanismos de verificacdo, que impedem a divisdo da célula quando
existe um dano no DNA enquanto ndo ocorrer o procedimento de reparo. Alberts et
al. (2011) aponta a possibilidade de defeitos no mecanismo de mitose, que podem
originar quebras e rearranjos cromossémicos, 0s quais podem ser observados com o

uso de microscopia optica.

Para que o surgimento de células malignas possa ser Vvisivelmente
diagnosticado, € necesséario o acumulo de exposicfes sucessivas, para que as
células evoluam desde o estado normal adquirindo defeito genético e regredindo
para uma fase de pré-malignidade e malignidade, sucessivamente (ANDRADE et al.,
2005). Durante esse processo, se pode analisar o aumento do contetddo nuclear, a
formacao de fragmentos de DNA nas células afetadas e a expressao de proteinas
oxidativas. Dessa forma, é possivel utilizar a quantizacdo dessas transformacdes no
nacleo das células como marcadores indicativos do grau de exposi¢do do tecido a
carcindgenos, que sdo substancias que podem induzir o aparecimento de células

cancerigenas no organismo.

Alberts et al. (2011) explica que é possivel até mesmo prever o aparecimento
clinico de um tumor maligno através da utilizacdo de marcadores biolégicos
intermediarios, pois eles fornecem uma avaliacdo do tamanho da agresséo existente

no organismo. Além disso, € possivel acompanhar o desenvolvimento do paciente
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com cancer, fazendo uma avaliacdo da eficacia do tratamento e da reducdo na

exposicao aos fatores carcindégenos.

2.3 Micronucleos

Conforme Oliveira (2000), micronucleo € definido como uma estrutura
composta por DNA, RNA e proteinas, contidos sob uma envoltéria nuclear e de
tamanho menor do que o nucleo principal. Quando é observada a presenca de tais
estruturas em células sométicas, que estdo em constante divisdo, € possivel induzir
gue ha quebras cromossémicas, disturbios de fusdo entre o citoesqueleto da célula

ou entdo a regido central dos cromossomos esta sofrendo de alteracdes estruturais.

A formacdo de micronucleos, segundo Andrade et al. (2005), ocorre apds o
processo de mitose e resulta de uma destruicdo da molécula de DNA no momento
em que as células estdo em processo de divisdo, fazendo com que fragmentos de
filamentos de cromossomos ndo sejam incluidos no nucleo. E possivel que a ma

formacéo aconteca mesmo dias ou semanas apoés a acao de fatores carcindégenos.

Alguns tipos de alteracdes nas células da regido da mucosa oral séo:
micronucleadas, quando ocorre o surgimento de um segundo ndcleo de tamanho
inferior ao nucleo principal; brotos nucleares, quando ha protuberancias de
tamanhos variaveis junto ao nucleo; broken eggs, quando existe a presenca de dois
ndcleos interligados; binucleadas, quando ocorre a presenca de dois ou mais
nacleos o interior da célula; entre outros tipos de alteracdes. As alteracdes citadas

podem ser observadas na figura a seguir.
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Figura 1 - Células com Alteracdes Genéticas

-
.

Legenda: A - Célula micronucleada;
B - Brotos celulares;
C - Broken eggs e
D - Célula binucleada
Fonte: Oliveira (2000)

Oliveira (2000), afirma que o teste de micronucleo é uma anélise simples, que
se baseia na observagao e contagem da ocorréncia de “pequenos nucleos” em uma
dada populagdo de células que normalmente estdo em processo continuo de
reproducdo. A frequéncia dos micronlcleos determina um indice composto da
gquantidade de aberragbes cromossdmicas na amostra analisada.

De acordo com Andrade et al. (2005), a utilizacdo da contagem de
micronucleos permite identificar o percentual de células com defeitos em uma dada
amostra e, portanto, utilizar esses numeros como marcador biolégico para a
exposicdo a carcindgenos. No caso do diagnéstico de doencas, esse método pode
ser empregado tanto como uma forma de avaliar o grau de comprometimento dos
tecidos, como também medir a eficacia dos procedimentos utilizados para a

prevencdo ou tratamento.

Martins e Boschini (2003) apontam que uma das formas mais comuns de
realizar o teste do micronucleo é utilizando células extraidas a partir da esfoliacéo da

mucosa bucal. Existem varias vantagens de realizar o teste dessa maneira, pois
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além de ser um método feito de forma n&o invasiva e de facil preparacao, a partir da
reflexdo dos resultados de alteracdes citogenéticas que ocorreram nas células em
divisdo na camada basal, é possivel monitorar pacientes em um quadro de alto risco
para o surgimento de céancer de boca, como fumantes ou alcodlatras, e os
resultados obtidos sdo compativeis com os obtidos em métodos mais sofisticados,

como cultura in vitro de linfocitos.

Em seus estudos, Martins e Boschini (2003) utilizaram a medicdo da
frequéncia de micronucleos em amostras coletadas da mucosa bucal de dois grupos
compostos por fumantes e nao-fumantes, respectivamente. As amostras foram
analisadas com o auxilio de um microscépio Gtico e as imagens obtidas foram
gravadas, para em seguidas fazer a avaliacao de cerca de 1000 células por amostra,
na qual foram definidos os parametros para a o levantamento estatistico da
ocorréncia de micronacleo. Ao discutir os resultados obtidos, os autores
identificaram uma diferenca significativa da quantidade de micronucleos entre os
dois casos estudados. Além disso, o teste de micronlicleo se mostrou mais eficaz
em relacdo as outras avaliacOes de alteracGes nucleares no sentido de sensibilidade

ao tabagismao.

Pelo fato do fumo e do consumo excessivo de &lcool serem comumente
associados a inumeros processos patologicos, Barbon et al. (2013) afirma que existe
um interesse especial para associa-los aos estudos de cancer oral e na regiao
aerodigestiva. Com essa andlise, chegou-se a conclusdo de que o efeito desses
agentes esta ligado as mutacdes por danos causados ao DNA das células. Além do
cancer oral, outras patologias podem ser identificadas a partir dos exames de
contagem de microndcleo, como é o caso do cancer de colo uterino, o qual € uma
das mais frequentes oncologias femininas. O aumento da presenca de micronudcleo
nas amostras de colo de utero foi identificado como diretamente ligado a outros
fatores de risco tais como idade, idade da primeira relagdo sexual, nimero de

parceiros, uso de contraceptivos, numero de gesta¢cdes e nimero de abortos.

Conforme Barbon et al. (2013), outras oncologias, tais como cancer de
esOfago e cancer de pele podem ter o seu estagio de avanco identificado através da
frequéncia de micronucleos. No caso do cancer de pele, muitas das lesdes

dermatolégicas demonstram uma morfologia duvidosa e os procedimentos rotineiros
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de diagndstico ndo sao suficientes para distinguir casos malignos de benignos. Ja o
cancer de esbfago possui o seu diagnéstico feito quando ocorre uma disfagia, ou
seja, uma dificuldade de digestdao, quando os pacientes se encontram em um
estagio avancado da doenca. Em ambos os casos o teste de micronucleo pode atuar
como medida preventiva, pois ele tem o potencial de identificar a presenca de tais

patologias muito antes delas entrarem em estagio avancado.

Chagas, Guimardes e Boccolini (2013) indicam a exposicdo ocupacional
como a principal causa dos casos de cancer em humanos. A exposi¢ao potencial
dos trabalhadores a substancias genotdxicas podem originar alteracdes genéticas.
Isto pode se manifestar na forma de alteracbes em genes, como 0S proto-oncogenes
e genes supressores tumorais, cujo efeito pode levar ao surgimento de tumores em
alguns 6rgaos especificos. O descontrole genético no ciclo celular, de acordo com
Nai et al. (2015), esta diretamente ligado aos danos causados por agentes
mutagénicos e/ou carcinogénicos, 0s quais podem induzir a morte celular, e, caso

ocorra a exposicao prolongada, o surgimento de alguma patologia no individuo.

2.3.1 Teste da Presenca de Micronucleos como Biomonitoramento

Chagas, Guimardes e Boccolini (2013) indicam a exposi¢do ocupacional
como a principal causa dos casos de cancer em humanos. A exposi¢ao potencial
dos trabalhadores a substancias genotoxicas podem originar alteracdes genéticas.
Isto pode se manifestar na forma de alteracbes em genes, como 0s proto-oncogenes
e genes supressores tumorais, cujo efeito pode levar ao surgimento de tumores. O
descontrole genético no ciclo celular, de acordo com Nai et al. (2015), esta
diretamente ligado aos danos causados por agentes mutagénicos e/ou
carcinogénicos, 0s quais podem induzir a morte celular, e, caso ocorra a exposicao

prolongada, o surgimento de alguma patologia no individuo.

Godoy (2018) realizou um estudo para avaliar o efeito genotdéxico em
individuos que foram expostos de forma ocupacional a agrotoxicos ou consomem
alimentos produzidos com meétodos tradicionais, em comparagdo a pessoas que

consomem apenas alimentos organicos. Ao realizar a analise, foi identificado um
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aumento significativo de alteracdes nucleares decorrentes de mecanismos de morte

celular. A maior frequéncia de micronucleos foi encontrada no grupo de agricultores.

Alteracbes nucleares indicativas de necrose celular ou acdo de agentes
genotdxicos podem ser observadas em células do epitélio da mucosa bucal, de

acordo com Thomas et al. (2009).

Salama et al. (1999) considera o método da raspagem de células esfoliativas
da mucosa bucal uma ferramenta eficaz para o biomonitoramento de individuos que

foram expostos a agentes mutagénicos.

2.3.2 Preparagédo das Amostras

Godoy descreve o método pelo qual é realizada a coleta das células da
mucosa bucal dos individuos avaliados em seu estudo. E efetuada a raspagem
gentil da mucosa bucal nas regibes das bochechas com uma escova citologica
esterilizada. O conteudo da escova é transferido para tubos falcon, contendo uma
solucdo de NaCl com concentracdo 0,9%. Em laboratério, sdo realizadas lavagens
sucessivas das células, através da centrifugacdo, com a finalidade de retirar
microorganismos e residuos. O processo de centrifugacdo € realizado utilizando
solucéo fixadora de etanol e 4cido acético. Em seguida, as células sdo deixadas em

repouso nesta mesa solucao por 24h.

A coloracdo artificial das células é realizada através de duas etapas, de
acordo com Godoy. Primeiramente, € feito o processo utilizando o reagente de Schiff
durante um periodo de 1h30min. Em seguida, apos as laminas serem devidamente
lavadas e secas, sdo submetidas a uma solucéo de Fast-Green acido, durante 1min,
e repete-se o processo de lavagem, utilizando agua destilada. Para cada individuo
participante da pesquisa, foram produzidas trés laminas com material para a analise

com microscopia.
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2.4 Processamento de imagens

Vega (2018) define imagens como sinais bidimensionais, ou seja, descritos a
partir de duas variaveis independentes entre si. Segundo Queiroz e Gomes (2001), o
método de processamento de imagens tem como objetivo obter informacdes a partir
da andlise computacional de capturas realizadas. Para isso, € executado um
conjunto de tarefas interconectadas que vao desde o processo de aquisicdo da

imagem, filtragem, tratamento e interpretacdo do conteudo.

De acordo com Gonzalez (2010), o processamento de imagens pode ser
dividido em aquisicdo, realce, restauracdo, compressao, morfologia, segmentacéo,
representacédo e reconhecimento. Essas séo categorias amplas, cada uma engloba

um conjunto de métodos especificos para cumprir com um determinado objetivo.

2.4.1 Aquisicédo de imagens

Conforme Queiroz e Gomes (2001), o processo inicia com a captura da
imagem, quando o sensor, normalmente uma camera, identifica a quantidade de luz

refletida por cada ponto de uma superficie composta de um conjunto de objetos.

O sensor tipico para a utilizacdo em cameras digitais e outros instrumentos
de luz é formado por uma matriz CCD, que é construida com um arranjo de 4000 ou
mais sensores, cada qual possuindo uma grande variedade de propriedades
sensoras. A resposta fornecida por cada sensor esta relacionada a integral da
energia luminosa que a sua superficie recebe (GONZALEZ, 2010).

s

Na figura 2, € mostrada a principal forma como sao utilizados sensores
matriciais. E possivel identificar uma Fonte de lluminagdo (a) aplicando energia
luminosa sob uma cena. O Elemento da Cena (b) reflete a energia luminosa em
direcdo ao Sistema de Aquisicdo de Imagens (c) A cena é projetada no plano de

imagem (d), o qual fornece uma imagem de saida digitalizada (e).
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Figura 2 - Processo de Aquisicdo de uma Imagem Digital

a

Fonte de iluminagio

:7/1\ (energia)

Imagem de saida (digitalizada)

Sistema de
aquisicao
de imagens

Plano imagem (interno)

Elemento da cena

Fonte: GONZALEZ (2010)

2.4.2 Representacao Digital de Imagens

Uma imagem do tipo monocromatica pode ser definida como uma fungéo do
tipo f(x, y), onde x e y s&o coordenadas espaciais ortogonais entre si e f representa a
intensidade luminosa, em escalas de cinza, em cada fragmento da imagem. Devido
ao fato do processamento ser feito de forma digital, a imagem é discretizada em
pequenos elementos, denominados pixels, e seus valores sdo ordenados em uma
matriz bidimensional de coordenadas m e n, onde m indica a linha e n a coluna onde
o pixel se encontra (QUEIROZ e GOMES, 2001).
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Figura 3 - Representacdo de uma Imagem Digital Bidimensional

Coluna

(n)

N
0 / N-1 P:xel

0
Linha _ 0 Preto
(m)
Tons
de
Cinza
M-1
255 — Branco

Fonte: QUEIROZ e GOMES (2001).

Segundo Queiroz e Gomes (2001), o processo de discretizagdo das
coordenadas espaciais € chamado de amostragem, ele é necessario para que a
imagem possa ser armazenada e/ou processada por um computador. A equacao 1

mostra a representacao de uma imagem em uma matriz do tipo m x n.

(0,00 f(01) f(0,n)
fGy)=[f10) fALY f(A,n) (1)
f(m,0) f(m,1) f(mn)

Para imagens coloridas, os autores apontam que € possivel fazer a
representacdo utilizando o sistema RGB, que, ao invés de utilizar escalas de cinza,
identifica cada pixel como uma juncdo das cores vermelha, verde e azul (Red,
Green, Blue) em diferentes proporcdes, obtendo uma aproximacdo adequada para
todas as cores do espectro visivel. O sistema de armazenamento dessas

informacdes € igual ao método monocromatico, porém cada posicdo da matriz

guarda trés valores diferentes, para o vermelho, verde e azul.
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Figura 4 - Separacado de uma Imagem em Matrizes RGB

Fonte: QUEIROZ e GOMES (2001).

Imagens coloridas também podem ser descritas em termos de sua matiz,
saturacdo e brilho. A matiz € uma caracteristica que descreve cores puras, como a
amarelo, o laranja ou o vermelho, enquanto a saturagédo define o quanto essa cor
pura foi diluida na luz branca. O brilho mensura a intensidade da cor, e esta
diretamente ligado a sensacédo de cores (GONZALEZ, 2010). Esse método de
representacdo de imagens coloridas € denominado HSI (Hue, Saturation and
Intensity). A imagem abaixo exemplifica o que foi descrito.

Figura 5 - Imagem Colorida no Espaco de Cores HSI

Matiz Saturagao Intensidade

Fonte: Adaptado de GONZALEZ (2010).
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2.4.3 Segmentacao de Imagens

De acordo com Peres (2010), o objetivo desse processo € particionar a
imagem, de forma que seja possivel destacar suas regifes de interesse. Existem
muitas técnicas que podem ser utilizadas para segmentar uma imagem, sendo cada
método escolhido de acordo com o problema a ser resolvido. A segmentacao pode
basear-se em descontinuidades ou em similaridades dos aspectos da imagem, em

limites ou bordas e em areas ou regides.

Peres (2010), aponta que uma técnica muito utilizada para segmentacéo é a
limiarizacdo, a qual define um "tom de corte" para separar regiées na imagem, como,
por exemplo, fazer a separacéo entre o que é considerado objeto e o que é textura
de fundo em uma imagem. Gonzalez (2010), descreve que, para a eficacia da
limiarizacdo, € importante que a imagem possua a caracteristica de contraste entre
objetos e fundo, ou seja, objetos claros sobre fundo escuro ou objetos escuros sobre

fundo claro.

Conforme Gonzélez (2010), supde-se uma imagem do tipo f(x, y), composta
por objetos escuros em um fundo claro, de tal forma que objetos e fundo possam ser
agrupados em dois grupos dominantes de intensidade. Seleciona-se entdo um limiar
T, que separa esses dois niveis. Entdo qualquer ponto em que f(x, y) < T é definido
como um objeto e qualquer ponto em que f(x, y) > T pertence ao fundo da imagem.
Dessa forma, a imagem segmentada, nesse caso chamada de g(x, y), pode ser

descrita pela equacéo 2:

1 sef(y,y)>T

0 sef(y,y) <T (2)

9g(xy) ={

As imagens a seguir descrevem a analise citada acima. A primeira figura é a

imagem original e a segunda € o resultado da sua limiarizagéo.
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Figura 6 - Limiarizacao de Imagem

“\

Fonte: GONZALEZ (2010)

O método citado acima € definido por Gonzalez (2010) como limiarizacao
global, na qual o valor de T se mantém o mesmo por toda a extensdo da imagem.
Existe também a limiarizacdo variavel ou adaptativa, na qual T é definido como uma
funcdo das coordenadas (x, y). O método da limiarizacdo multipla pode utilizar mais
de um valor limiar T, para atuar em casos onde os objetos sdo agrupados em dois
niveis diferentes de intensidade dominante, por exemplo. Nesse caso, a funcao g(x,
y) que descreve a imagem segmentada é definida pela equacéo 3.

a sef(x,y)>T,
gx,y) = b seTy <f(l,y)<T, 3)
c sef(x,y)<T,

2.4.4 Operagbes Logicas em Imagens

O conjunto de métodos que compde as primeiras etapas de processamento é
denominado pré-processamento. Queiroz e Gomes (2001) destacam que existem
operacdes basicas que podem ser realizadas como forma auxiliar e secundaria.
Segundo Gonzalez (2010), trabalhando com imagens binarias, podemos pensar em
um grupo de pixels de frente, com valor 1, e outro grupo de pixels de fundo, com
valor 0.

E possivel realizar a intersec¢éo, unido ou complemento de imagens binarias,
ao utilizar operacdes E (AND), OU (OR) e NAO (NOT), provenientes da logica

matematica, na qual 1 e 0 equivalem a verdadeiro e falso, respectivamente.
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Considerando duas regifes A e B, ambas compostas por pixels de frente (de valor
1), a operacdo OU entre essas duas regides € o conjunto de elementos que
pertencem a A ou a B, ou a ambos. A operacgao E resulta no conjunto de elementos
que sdo comuns as duas regides A e B. A operacdo NAO, aplicada em A, representa
todos os elementos que ndo pertencem ao conjunto de A, sendo esses pixels os
elementos de fundo de A (GONZALEZ, 2010). A figura 7 ilustra as operacdes
descritas.

Figura 7 - OperacOes Légicas em Imagens Binérias

-E

(A) OU (B)

(AYE (B)

NAO(A)

Fonte: GONZALEZ (2010)

2.4.5 Processamento Morfolégico de Imagens

Rodriguez e Ayala (2001) partem do pressuposto de que uma imagem é
composta por um conjunto de pontos elementares, os pixels, que formam
subconjuntos bidimensionais de diferentes formatos e tamanhos, é possivel
desenvolver operacdes mateméaticas que trabalham com a morfologia desses
conjuntos. As operacgdes basicas usando esse conceito sdo a erosédo e a dilatacao.

A operacéao de erosao implica na reducdo do tamanho do objeto. Por consequéncia,
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elementos menores que o operador estruturante sdo eliminados. Tracos se tornam
mais ténues e ocorre o aumento da quantidade de objetos, devido ao fato da eroséo
causar a separagdo entre eles. Na operagdo de dilatagdo, ocorre justamente o
contrario, os objetos tornam-se maiores. Linhas e tragos ficam mais espessos.
Buracos menores do que o elemento estruturante sédo preenchidos e diminui a
guantidade de objetos, ja que a dilatacdo causa a unido entre objetos muito
proximos. A figura 8 exemplifica o efeito da erosdo em imagens, quando aplicada

progressivamente.

Figura 8 - Erosdo Progressiva de uma Imagem

Fonte: RODRIGUEZ e AYALA (2001)

O mesmo é exemplificado pela figura 9, para o caso da dilatagdo progressiva.

Figura 9 - Dilatacdo Progressiva de uma Imagem

udbidid

Fonte: RODRIGUEZ e AYALA (2001)
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3 SOLUCAO PROPOSTA

Com base na pesquisa em torno da utilizacdo do teste de micronucleo em
exames citologicos laboratoriais, como uma espécie de marcador biolégico para
diversas patologias, o trabalho propds a aplicacdo dos métodos de processamento
de imagens para possibilitar a automatizacdo de tal procedimento e fornecer um

auxilio ao profissional responsavel por fazer o diagnéstico das amostras.

A principal tarefa do software proposto é realizar uma varredura por toda a
extensdo da imagem utilizada como entrada e verificar 0s objetos existentes nela.
Para cada objeto, o programa deve identificar o seu formato, caso esteja de acordo
com o esperado para uma célula, deve percorrer o interior dela buscando pela

presenca de ndcleos

As imagens sdo capturadas de amostras que contém diversas células, o
resultado € um conjunto com varios objetos diferentes a serem processados,

conforme exemplifica a figura 10.

Figura 10 - Conjunto de Células

Fonte: DORFF (2018)

A partir da imagem completa, o software deve destacar uma das células que

aparece na figura e separa-la do restante do contedado. O objetivo é analisar um dos
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elementos da imagem isoladamente dos demais, eliminando todo o restante do

fundo. A figura 11 ilustra o que foi descrito.

Figura 11 - Célula Isolada

As células possuem imperfeicbes como a mudanca de tonalidade ou
pequenos pontos escurecidos no interior do seu citoplasma. Essas caracteristicas
podem influenciar nos métodos utilizados para segmentar a imagem, por isso, é
necessario realizar um tratamento para eliminar as imperfeicbes antes da

segmentagao.

A imagem lida é colorida, representada em formato RGB. Para realizar o
tratamento da imagem, é preciso realizar a conversdo da mesma para escalas de

cinza.

Figura 12 - Célula Convertida para Escalas de Cinza

Deve ser aplicado a imagem em tons de cinza um filtro morfolégico de
dilatacéo e erosao, respectivamente. A dilatagcdo aumenta os campos da imagem em
tons claros, diminuindo os pontos escuros até ndo existirem mais. A erosao recupera
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as caracteristicas iniciais da imagem, fazendo ela voltar para o tamanho real. Esse

processo também tem a funcéo de suavizar a borda da célula.

Figura 13 - Célula Filtrada

Com a imagem filtrada, deve ser implementada a operacdo de thresholding
(limiarizagéao), na qual deve ser definido que tons de cinza iguais ou mais escuros
gue o tom médio do citoplasma devem ser considerados parte do corpo da célula,
sendo destacados em branco, o restante deve ser considerado fundo da, mantido
em preto. O resultado obtido deve ser uma imagem binaria, conforme é apresentado

na figura 14.

Figura 14 - Corpo da Célula

A imagem obtida deve apresentar o formato exato que da célula. Esta
imagem binaria deve ser utilizada para demarcar a borda da célula. Para o
funcionamento do algoritmo, € necessario que a borda encontrada tenha uma
espessura de apenas um pixel. Este resultado deve ser obtido utilizando funcdes de

morfologia de imagem.
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Deve ser realizada a operacdo NAO na figura que contém o corpo da célula,
tornando pretas as regides onde antes representava a célula e brancas as regides
consideradas fundo da imagem. Em seguida deve ser feita a dilatacdo, para que a
regido branca avance exatamente um pixel em tamanho.

Figura 15 - Corpo da Célula ap6s a Operagédo NAO

Em seguida, deve ser realizada a operacéo logica E entre a imagem original
do corpo da célula e a imagem invertida e dilatada. Ou seja, apenas regides
verdadeiras nas duas imagens binarias devem permanecer verdadeiras, o0 restante
dos pixels deve ser mantido em preto. A figura 16 mostra o resultado esperado: uma

linha de borda da célula com largura exata de um pixel®.

Figura 16 - Borda de Célula

! Obs.: A imagem a cima, originalmente, define uma borda com espessura de um pixel,
porém suas dimens@es foram aumentadas para trés pixels, com o objetivo de melhor ilustrar
este documento. O mesmo ocorre para todas as proximas imagens de borda que seréo
mostradas aqui.
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O processo de segmentacdo da imagem utilizando métodos morfolégicos
para deteccdo de bordas, descrita a cima, € explicada pela figura 17.

Figura 17 - Processo de Segmentacdo de Borda

B = not(A) C = B dilatada C D =(Aand C)

A B = not(A) C = B dilatada C D = (Aand C)

O mesmo método deve ser realizado para encontrar os nucleos das células.
Deve ser considerado o fato dos nucleos apresentarem tons mais escuros de cinza
para definir o novo valor a ser utilizado pelo thresholding, em seguida a operacao
deve ser aplicada, tornando brancas as regides mais escuras que o valor escolhido

e pretas as regides mais claras.

Figura 18 - Limiariza¢&o do Nucleo

O problema que pode surgir nessa operacao vem do fato da membrana
celular apresentar tons mais escuros e poder ser interpretada pelo thresholding
como conteudo de ndcleo. Para resolver isso, deve ser utilizada uma funcdo de

erosao e dilatacao para eliminar pequenos elementos da imagem.
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Figura 19 - Corpo do Nucleo Filtrado

Deve ser utilizada a mesma estratégia de obtencdo de borda da célula mas
para encontrar a borda do nucleo. Deve ser invertida a imagem binaria do nucleo,
em seguida deve ser realizada a dilatacdo da imagem invertida e o resultado deve

ser utilizado na operacdo E com a imagem inicial.

A seguir sdo mostradas as bordas obtidas no exemplo para a célula e para o

nucleo.

Figura 20 - Bordas da Célula e do Ndcleo

Deve ser utilizado o mesmo tratamento desenvolvido para uma Unica célula
para o caso onde existe um conjunto de células sendo analisado, de modo a obter a
borda do nucleo e da membrana celular de cada uma das células que compde a

amostra.

O método que deve ser utilizado para fazer o mapeamento da imagem é
descrito considerando uma figura contendo um conjunto de células que séo coépias

do exemplo utilizado, porém com pequenas alteracfes no tamanho e na rotacao.
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Figura 21 - Exemplo Conjunto de Células

Ao aplicar a mesma rotina de tratamento de imagem da célula individual no
conjunto de células, o resultado esperado é similar ao apresentado pela figura

abaixo.

Figura 22 - Bordas no Conjunto de Células

Apos o tratamento, o algoritmo deve percorrer todos os pixels da imagem, de
cima para baixo, da esquerda para direita, procurando por um pixel que nao seja da

cor preta. Ao encontrar, ele deve considerar que trata-se de uma possivel célula,



40

entdo deve salvar a posicdo desse pixel e verificar se algum pixel na sua vizinhanca
também é diferente de zero (preto). Ao identificar o proximo pixel o algoritmo se
desloca e realiza o teste de vizinhangca novamente, conforme é apresentado na

figura 23.
Figura 23 - Localizagao de Pixels na Borda da Célula

primeiro pixel ] pr{':nxin'!o ; .
encontrado vizinhanga 3x3 pixel localizado segundo pixel segunda vizinhanga

O processo deve ser repetido inUmeras vezes, enquanto 0s pixels nao

acabarem. Quanto ao trajeto que o algoritmo deve fazer, ele ndo pode retornar para
o pixel de onde acabou de vir, isso implicaria em um looping sem fim. Conforme o
algoritmo se desloca na borda da célula, ele deve calcular o tamanho do seu

perimetro e a regido maxima e minima que a célula atinge nos eixos da imagem.

Quando o algoritmo perceber que estd novamente na posicao inicial, ele deve
considerar que se trata de um objeto fechado e deve iniciar 0 processo de
verificacdo por nucleos. Antes disso, ele deve utilizar o formato da célula encontrada
para eliminar toda a regido que néo pertence ao interior dessa célula e salva essa

imagem filtrada em uma variavel temporaria.

Figura 24 - Segmentacdo de uma Unica Célula

Na procura por nucleos, o algoritmo deve transitar entre os valores maximos e
minimos nos quais a célula se distribui na imagem e aplicar o mesmo algoritmo

usado para encontrar células, mas no interior dessa pequena area selecionada.
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Caso exista algum pixel diferente de zero, o algoritmo deve percorrer o caminho que

ele descreve e verificar se ele representa um ndcleo.

Ao final da contagem de nucleos nesta célula, deve ser acrescentada uma
unidade ao numero de células encontradas e salvo o numero de nucleos que ela
possui. Essa célula deve entdo ser descartada da imagem, para que néo influencie
na analise dos demais objetos. Esse processo € feito com a operacdo descrita na

figura 25.

Figura 25 - Eliminacdo da Célula Analisada

O processo deve continuar até que o algoritmo percorra toda a extensao da
imagem. Ao final da contagem, o software deve registrar as informacdes obtidas em
um arquivo de texto, informando a contagem de objetos localizados, a posi¢cado onde
cada um foi encontrado e classificd-los quanto a sua natureza, se representa uma

célula normal, uma célula micronucleada ou um objeto invalido.

Além disso, deve ser fornecido um feedback visual, demarcando na imagem
original os objetos encontrados, com cores variando de acordo com o tipo do objeto.
Conforme mostra a figura 26.

Figura 26 - Feedback Visual
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A proposta incluiu o desenvolvimento de uma aplicacdo grafica que deve
receber os arquivos de imagens, as quais foram previamente preparadas para a
andlise visual, e utilizar funcdes da biblioteca OpenCV? para processar as

informacdes das imagens e fornecer quanto a frequéncia de micronucleos.

2 OpenCV: Biblioteca de coédigo aberto escrita nas linguagens C e C++ que fornece uma
infraestrutura de visdo computacional para o auxilio no desenvolvimento de aplicagbes na

area de processamento de imagens.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nas proximas secdes serdo descritos os métodos de tratamento de imagem
considerados para este trabalho, a forma como o algoritmo de deteccdo de células
foi desenvolvido e a forma como os resultados foram testados, para a avaliagao do

software.

4.1 Desenvolvimento da Interface

Com base na interface proposta como parte da solugdo, foi criado um
aplicativo para Windows na plataforma Visual Studio, da Microsoft, utilizando
linguagem C++. Foram colocados na area de exibicdo do aplicativo botbes que
permitem ao usudrio tarefas basicas como escolher qual arquivo de imagem deseja
analisar, iniciar o processo, guardar as informacdes ja obtidas, cancelar o processo,
entre outras funcdes. E mostrada abaixo a aparéncia da janela desenvolvida,
juntamente com uma numeracdo para ajudar a localizar cada um dos botbes

funcionais que foram inseridos.

Figura 27 - Interface do Aplicativo

i i

Contador de Microntcleos 2
1
Carregar Imagem
2
Analisar
3
Salvar Resultados
4
Reiniciar
5
Fechar

A funcdo de cada bot&o, de acordo com a numeragao inserida, € descrita a

seqguir:
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1) Carregar Imagem: A funcdo desse botdo é permitir ao usuario escolher o
arquivo de imagem que deseja analisar. Ao clicar nele, abre uma janela com o
diretério no qual a aplicacdo esta sendo executada. E possivel navegar entre
este e outros diretorios livremente e escolher qualquer arquivo de imagem,
desde que respeite os formatos padrbes (bmp, png, jpeg, e etc.). Caso o
arquivo selecionado seja invalido ou com um formato ndo suportado pela

biblioteca, € mostrado um aviso na tela informando a situa¢do ao usuario.

2) Analisar: Tem a funcionalidade de dar inicio & execucédo do algoritmo. E
importante que ao clicar nele o usuario ja tenha escolhido o arquivo de
imagem, caso contrario, é exibido um aviso pedindo que o usuério realize

primeiro o procedimento de escolha do arquivo de imagem.

3) Salvar Resultados: Solicita que o programa salve toda a informacédo obtida a
partir da analise da imagem em um arquivo de texto, no mesmo diretério onde
o arquivo de imagem foi selecionado. E esperado que o usuério ja tenha
escolhido a imagem para a analise, iniciado 0 processo e o programa tenha
alertado o final do mesmo. Caso ndo existam resultados para ser salvos, o

arquivo de texto fica vazio.

4) Reiniciar: Permite que o0 usuario exclua da memodria temporaria toda e
qualquer informacdo pendente que estava sendo utilizada pelo programa,
inclusive a imagem que foi carregada. Utilizar esse botdo equivale a fechar e

reabrir a aplicacao.

5) Fechar: Encerra toda a aplicacdo. Antes de finalizar, o aplicativo verifica se
existem informacdes obtidas que ainda ndo foram salvas e pergunta ao
usuario se ele deseja salva-las antes de sair, para garantir que o trabalho nao

seja perdido.

Supondo um caso problematico, mas mantendo a célula ideal, foi modificado
0 grupo de células com a finalidade de incluir células com mais de um ndcleo. Na

imagem mostrada abaixo € exposto esse caso descrito e sdo utilizados numeros

para identificar, em sequéncia, a ordem em que as células estdo dispostas.
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4.2 Organizacao de Banco de Dados

Para desenvolver o algoritmo, foram utilizadas imagens obtidas a partir de
laminas cedidas pela professora Dra. Jane Marlei Boeira, da Universidade Estadual
do Rio Grande do Sul (UERGS). As laminas contém amostras de células esfoliativas
que foram retiradas da mucosa bucal de participantes das pesquisas para avaliar o

efeito dos agrotoxicos no surgimento dos micronucleos.

Os grupos de participantes sdo compostos por pessoas que consomem
apenas alimentos organicos, pessoas que consomem alimentos que receberam
agrotoxicos e agricultores que tiveram contato direto com agrotoxicos. Cada grupo

apresenta uma taxa diferenciada de aparecimento de micronucleos.

As amostras foram tratadas para separar as células umas das outras e foram
utilizados corantes para destacar o citoplasma e o nucleo das mesmas. Este
processo foi realizado pelos alunos da UERGS e foi descrito no capitulo de revisédo

de literatura.

O conteudo das amostras é formado por células da camada basal e células
diferenciadas. De acordo com Thomas et al (2009), as mutacdes genéticas sao
visiveis apenas nas células diferenciadas, por estarem em um estdgio mais

avancado da reproducéo celular.

As laminas tiveram fragmentos de area escaneados e seu conteldo foi
digitalizado, para ser feita a andlise computacional. Tal processo foi feito com o
auxilio do microscopio existente no Laboratério de Processamento de Sinais e
Imagens (LAPSI) do Departamento de Engenharia Elétrica (DELET) da UFRGS.
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Figura 28 - Microscoépio Utilizado para a Captura

O procedimento de digitalizacdo foi realizado ap6s a escolha de uma regido

na amostra que apresentava as seguintes caracteristicas:
¢ Grande quantidade de células diferenciadas;

e Disposicdo das células isoladas umas das outras com pouco ou nenhum

contato entre elas;

e Boa interacdo com os corantes, destacando de forma exata o citoplasma em

azul e o (0s) nucleo (0s) em roxo.

A partir da regido escolhida, o microscopio realizou a movimentacao da
lamina para diferentes posicdes, de forma a mapear toda a area escolhida,

registrando imagens para cada posi¢cao percorrida.

A digitalizacéo foi realizada para as laminas do grupo controle, composto por
consumidores de produtos organicos, e para O grupo exposto, composto por

agricultores diretamente expostos aos agrotoxicos.

Com o objetivo de adequar a aquisicdo das imagens para o melhor
desempenho do algoritmo, foram alterados os parametros da camera para obter

imagens com diferentes niveis de saturagdo, contraste e escala de cores. Dessa
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forma, foram utilizadas essas imagens com diferentes caracteristicas para avaliar

quais parametros devem ser ajustados para aumentar o desempenho do programa.

O microscopio utilizado foi o0 modelo Elipse LV100 da Nikon. Foi utilizada a
lente de aumento de 10.000x. A camera utilizada, acoplada ao microscopio, € do
modelo Digital Sight DS-Fil, da fabricante Nikon. A mesa digitalizadora utilizada

para movimentar a lamina é a OptiScan I, fabricada pela PRIOR.

4.3 Experimentagcéo do Algoritmo

A partir das imagens capturadas das laminas com amostra de tecido
esfoliativo da mucosa bucal, foi obtida a aparéncia real das células. Ao contrario do
exemplo utilizado para a proposta, ha pouca variacdo de intensidade de cor entre o
citoplasma e o nucleo, além destes dois tons principais estarem em escalas de azul

€ roxo muito préximas entre si.

Figura 29 - Célula Esfoliativa da Mucosa Bucal

Tais caracteristicas impossibilitaram a utilizacdo do tratamento proposto, que
utilizava como processo inicial a conversao da imagem para tons de cinza. No caso
real, a intensidade de cinza no nucleo de algumas células € muito préximo a

intensidade de cinza no citoplasma de outras, devido ao fato de cada célula ter
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reagido de forma diferente com os corantes. Por essa razdo, optou-se por trabalhar

com as propriedades RGB da imagem.

4.3.1 Tratamento das Imagens

Apos realizar a leitura do arquivo, o software separou a imagem em trés
matrizes diferentes contendo a intensidade de vermelho, verde e azul em cada pixel.
E possivel perceber que a coloracdo do citoplasma possui grande intensidade na
matriz azul em relacdo as outras duas matrizes. Por outro lado, o ndcleo possui
destaque significante na matriz verde, mas seu tom RGB também é uma

combinacéo dos demais tons.

Figura 30 - Mascaras RGB da Célula

Para obter o contetdo do citoplasma, foi aplicada a fungéo de thresholding na

matriz azul, considerando o valor médio da intensidade de cinza no interior do

citoplasma.

Figura 31 - Citoplasma da Célula
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Para tratar a imagem e realcar o conteudo do nucleo, foi realizada uma

operacdo com as trés matrizes. Foi aplicada a seguinte equacao.
N=15R+15G—-B (8)

onde:

N é a imagem contendo o nucleo real¢ado,
R é a matriz vermelha da imagem,

G € a matriz verde da imagem e

B € a matriz azul da imagem.

Como forma de complementar a operacdo, foi aplicada uma mascara para
limitar o conteudo da imagem ao interior do citoplasma da célula. Em seguida, foi
aplicada a funcédo de thresholding, considerando a intensidade de cinza média do

nucleo.

Figura 32 - Nucleo da Célula

O processo de obtencao das bordas do nucleo e do citoplasma foi igual ao
descrito anteriormente para o caso da célula ideal. Novamente, buscou-se uma
borda com a espessura de um pixel, por critérios de algoritmo de mapeamento de

imagem.

Figura 33 - Bordas da Célula
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4.3.2 Algoritmo de Mapeamento de Imagem

Foi desenvolvido o algoritmo que recebe imagem que passou pela rotina de
tratamento, na qual foram obtidas as bordas do citoplasma e dos nucleos. O objetivo
desta fungéo é percorrer a extensdo da imagem, analisando pixel a pixel a procura

de objetos.

A rotina do algoritmo para as células reais é idéntico ao que foi descrito para o
caso das células ideais. Apenas foram implementadas modificacdes com relacdo a

forma como o programa manuseia os dados a cada nova célula encontrada.

A cada nova analise, o software compde uma matriz de informacdes
pertinentes a imagem que esta sendo analisada. Cada linha dessa matriz representa
um objeto que foi encontrado na imagem. A primeira coluna da matriz enumera cada
objeto. A segunda e a terceira coluna salvam as coordenadas x e vy,
respectivamente, que representam o ponto central desse objeto, calculado dentro da
rotina que percorre 0s objetos encontrados. A quarta e quinta coluna salvam as
coordenadas minimas e maximas que o objeto assume em x, respectivamente. Bem
como a sexta e sétima coluna, que guardam as coordenadas minimas e maximas
em y, respectivamente. A oitava coluna salva o valor do perimetro desse objeto. Por
fim, a nona coluna possui uma enumeracdo que serve para classificar o objeto

encontrado em:

1) Célula normal
2) Célula micronucleada
3) Objeto invalido

Um objeto invalido representa qualquer forma encontrada na imagem que nao
se encaixa nhas caracteristicas de uma célula. Por exemplo, um objeto que nao

possui bordas com forma fechada, ou um objetos sem nucleos no seu interior.

O objetivo de realizar essa listagem é salvar todo o contetdo da imagem para
montar um reporte ao usuario e permitir que o mesmo salve os resultados da analise
em um arquivo de texto. As posi¢cdes maximas e minimas em x e em y nao fazem
parte do reporte textual, mas s&o utilizadas pelo programa para fornecer um

feedback grafico na imagem.
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A seguir € mostrado como exemplo um trecho de uma lamina e o seu

respectivo reporte.

Figura 34 - Conjunto de Células Esfoliativas da Mucosa Bucal

Figura 35 - Arquivo de Reporte Gerado

T

f j loutput.txt - Bloco de notas =
Arquive  Editar  Formatar  Exibir  Ajuda
Contador X Y Tipo
001 194 55 Normal
002 58 47 Normal
003 273 128 Normal
004 103 122 Invalida
005 49 180 Normal

m

O software foi configurado para fornecer uma imagem com um destaque

visual para cada objeto encontrado, inserindo uma circunferéncia cuja cor varia de

acordo com a natureza do objeto. Azul para células normais, vermelho para células

micronucleadas e preto para objetos considerados invalidos pelo algoritmo.

Foram utilizadas cerca de 12 imagens diferentes para a experimentagdo com

o algoritmo, cada imagem contendo cerca de 40 células em seu conteddo. Os

métodos utilizados para a captura foram alterados ao longo da experimentacdo, com

a finalidade de aperfeicoar os resultados.
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4.3.3 Parametros de Captura das Imagens

Ao longo do processo de mapeamento das imagens, foram identificadas
diferentes respostas do algoritmo de acordo para as propriedades das imagens que
haviam sido utilizadas. Como a etapa de aquisicao para o banco de imagens ainda
estava acontecendo, conforme novos pacotes eram obtidos, oS mesmos eram
testados pelo algoritmo e a performance de desempenho servia como uma

realimentacédo para definir os parametros de captura da camera.

Os parametros que foram modificados dizem respeito a quantidade de
exposicao de luz na camera, o contraste e a saturacdo. Foram obtidas capturas com
dois métodos diferentes, sendo cada método uma combinacdo diferente desses
parametros. O objetivo foi realizar a comparacdo para obter o método mais
adequado. Para o primeiro método foram utilizados os ajustes autométicos da
camera. No segundo método foi elevado o valor da saturacéo e do brilho, e reduzido

O contraste.

Além disso, outro parametro fundamental para a captura das imagens foi a
intensidade luminosa utilizada no microscoépio éptico. Pois a variacao da fonte de luz

gue é emitida na lamina tem o potencial de alterar a cor que € obtida para as

amostras.

4.3.4 Avaliacao do Algoritmo

A avaliagdo do algoritmo desenvolvido foi feita através de uma comparacao
da contagem realizada pelo aplicativo e a contagem manual, por um técnico da area
de biologia. Para isso, foi isolada uma imagem gue néo foi utilizada para a etapa de

desenvolvimento do software, contendo células normais e células micronucleadas.

Os parametros utilizados para a captura da imagem foram os mesmos da
segunda contagem citada aqui nos resultados, com a saturacédo e exposicao de luz

na camera elevados e um contraste reduzido.

A analise manual foi realizada por um aluno de Engenharia de Bioprocessos
da UERGS, o qual recebeu a supervisao da professora Jane Marlei Boeira, Doutora

em Ciéncias Bioldgicas - Bioquimica, pela UFRGS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo apresenta os resultados obtidos com a aplicacdo das imagens
capturadas das laminas com amostras de células esfoliativas da mucosa bucal ao
algoritmo de andlise de células que foi desenvolvido. E realizada também a

discusséo quanto aos resultados alcancados e as limitacdes da aplicacao.

5.1 Resultados

5.1.1 Analise por Separacdo RGB

Para a avaliacdo do algoritmo desenvolvido, foram consideradas imagens
obtidas a partir das amostras cedidas pela professora Dra. Jane Marlei Boeira, da

UERGS. Abaixo € mostrada uma das imagens que foi utilizada.

Figura 36 - Conjunto de Células para a Primeira Analise

9

As configuracdes da camera para a essa captura estavam definidas para o
modo automatico. A imagem possui apenas células do tipo diferenciadas. Apds a

etapa de tratamento, o software encontrou a seguinte imagem.
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Figura 37 - Bordas Detectadas na Primeira Analise

E possivel perceber que, apesar de todas as células terem sido encontradas,
0 nucleo de muitas delas nao foi identificado, sendo considerados objetos invalidos

perante aos critérios do algoritmo. Abaixo € mostrado o resultado desta andlise.

Figura 38 - Resultados da Andlise 1

Micronucleadas
15%

Normais

Invalidas 539%

32%

Total: 62 células

Para este caso, foi analisada uma imagem com 63 células, todas possuindo
pelo menos um ndcleo. De todo o grupo, 20 células foram classificadas como
"Invalida". Um objeto na imagem é dito invalido quando o algoritmo ndo consegue
encontrar se quer um nucleo em seu interior ou quando o nucleo encontrado

ultrapassa o limite de tamanho esperado, que deve ser proporcional ao tamanho da
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célula. E possivel perceber os casos problematicos desta analise na imagem

fornecida pelo software.

Figura 39 - Feedback Visual para a Analise 1

Legenda: Azul: Célula Normal

Vermelho: Célula Micronucleada

Preto: Objeto Invalido

O motivo de alguns ndcleos ndo terem sido detectados, se deve ao fato da

sua coloracdo estar inferior aos demais nucleos. Por outro lado, nucleos com

tamanho maior do que o esperado se deve a existéncia de manchas no interior do

citoplasma, que confunde o thresholding do algoritmo. Alterando o valor escolhido

para o thresholding, diminuem os casos de células sem nucleos, porém, aumenta o

efeito das manchas.
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5.1.2 Analise por Separacao HSI

Levando em consideracdo os resultados obtidos na primeira analise, foi
definido o segundo grupo de parametros na camera, para reduzir o efeito das

manchas e dar maior destaque aos nucleos.

A segunda analise foi realizada de forma similar a primeira, utilizou imagens
obtidas com a camera ajustada para alto nivel de saturacdo, nivel reduzido de

contraste e alto nivel de brilho. Conforme é mostrado a seguir.

Figura 40 - Conjunto de Células para a Segunda Analise

Apbs passar pelo tratamento e deteccao de bordas, a imagem resultou em:
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Figura 41 - Bordas Detectadas na Segunda Analise

Os resultados da analise desta imagem sao mostrados a seguir.

Figura 42 - Resultados da Analise 2

Micronucleadas

Invélidas 5%

11%

N

Normais '
84%

O resultado gréafico da analise € mostrado na figura 43.
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Figura 43 - Feedback Visual para a Analise 2

Para obter tais resultados, foi necessério aplicar mudancas no algoritmo de
tratamento da imagem. O primeiro caso utilizava uma combinacdo das matrizes de
vermelho, verde e azul da imagem para identificar os nucleos. Neste segundo caso,
devido ao insucesso na analise com 0 RGB, optou-se por converter a imagem para o
tipo HSI e trabalhar com a matriz H. O algoritmo de mapeamento permaneceu igual
para os dois casos.

5.1.3 Comparacao com a Contagem Manual

A imagem a utilizada para a avaliagdo da aplicacdo € mostrada a seguir.
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Figura 44 - Conjunto de Células para a Comparacao

Apés passar pelo tratamento e processamento das bordas, a seguinte

imagem é avaliada pelo algoritmo:

Figura 45 - Bordas Encontradas na Comparacao

Os resultados encontrados pelo software sdo mostrados no grafico abaixo.



Figura 46 - Resultados do Software para a Comparacao

Micronucleadas
Invélidas 4%

Normais
91%

Total: 47 células
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Nesta analise, foi utilizada uma imagem contendo 47 células. O algoritmo foi

capaz de identificar corretamente 45 delas, das quais 3 foram identificadas como

micronucleadas e havendo a classificagdo de duas células como invélidas, mas um

desses dois objetos trata-se de uma imperfeicdo no fundo da lamina, portanto, foi

corretamente invalidado. Conforme pode ser observado na imagem que o software

fornece apos a analise.

Figura 47 - Feedback Visual para a Comparacéo
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A mesma imagem passou pela inspecao visual de um técnico da area de

biologia, o qual forneceu os seguintes resultados.

Figura 48 - Resultado da Andlise Manual
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Supondo as 47 células utilizadas para a comparacdo nessa amostra e
levando em conta que tanto o software quanto a analise manual chegaram a mesma
conclusao para 45 elementos da imagem, € possivel afirmar que houve uma taxa de
acerto de aproximadamente 95%. Esse numero € inferior para a quantidade de

micronudcleos encontrados, atingindo uma taxa de acerto de 66%.
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5.1.4 Limitacdes do Aplicativo

O algoritmo néo foi desenvolvido com robustez suficiente para suportar
células com quaisquer caracteristicas. Alguns casos problematicos levaram a

reducao da eficiéncia da aplicacdo, gerando falsos positivos ou falsos negativos.

5.1.4.1 Células Apagadas

O processo de coloragdo das células, que foi realizado pelos alunos que
disponibilizaram as laminas, € o responsavel por criar essa tonalidade artificial azul
ao citoplasma e roxa aos nudcleos. Porém, durante esse processo, cada célula da
amostra interagiu de forma diferente com as soluc¢des de corantes.

Em alguns casos, as células ndo adquiriram coloracao suficiente para serem
identificadas pelo algoritmo nem como azul, nem como roxo. Ao aplicar a funcao de
thresholding, o programa se quer encontrou tais objetos. Abaixo sdo mostrados

alguns casos de células em que houve insucesso na tentativa de localizar.

Figura 49 - Células com Baixa Intensidade de Cor

5.1.4.2 Células Muito Escuras

Ao contrario do caso citado a cima, algumas células na amostra adquiriram
uma coloracéo azul escura, cuja intensidade confundiu o algoritmo de thresholding

no momento de destacar qual parte da célula representa o ndcleo.
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Figura 50 - Células com Alta Intensidade de Cor

Como resultado, o algoritmo de deteccéo de borda ndo consegue delimitar
corretamente o nucleo, encontrando uma regido maior em relacdo ao resultado

correto.

Figura 51 - Borda das Células com Alta Intensidade de Cor

5.1.4.3 Agrupamento de Células

A grande maioria das células nas amostras utilizadas estava disposta com
uma boa distancia de afastamento em relacdo umas as outras. Porém, em alguns

casos, algumas células estavam agrupadas formando somente um objeto.

Figura 52 - Agrupamento de Células
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Isso gerou erros na execucdo do algoritmo, que se errava ao tentar analisar
tais objetos. De acordo com a logica desenvolvida, esse conjunto de células seria

uma célula apenas, com diversos nucleos em seu interior.

Para eliminar essa condi¢do, o programa realiza a contagem do perimetro do
objeto que estd sendo analisado, caso esse valor ultrapasse o valor maximo

esperado para uma célula, o objeto € ignorado e eliminado da analise.
5.1.4.4 Outras Mutac¢des nas Células

Além dos micronucleos, outras mutacdes genéticas puderam ser observadas
nas imagens analisadas, embora com uma frequéncia menor. Abaixo sdo mostradas

uma célula com brotos nucleares e uma célula binucleada.

Figura 53 - Outras Altera¢gGes Genéticas Encontradas

>

A existéncia de outros elementos no interior da célula fez o algoritmo
interpretar como um caso positivo de micronucleo. Para contornar essa situacao, foi
parametrizado que o diametro do segundo nucleo da célula deve respeitar a
proporcao de 1/3 para ser considerado um micronucleo. Além disso, para qualquer
caso em que o algoritmo encontrasse mais de dois elementos no interior da célula, a

mesma seria descartada e nao entraria para a contagem geral.
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5.2 Discussoes

Utilizando as imagens capturadas a partir da amostra com células esfoliativas
da mucosa bucal, o algoritmo desenvolvido foi capaz de identificar as caracteristicas
do objetos que compdem a imagem. Os resultados mostram que a aplicacdo pbdde
diferenciar casos que se tratam de células normais de casos de células

micronucleadas.

O método utilizado para trabalhar com as imagens precisou ser alterado, com
o intuito de adaptar-se as caracteristicas que elas apresentavam. Inicialmente, a
estratégia era utilizar os tons de cinza, bem como foi feito para o modelo ideal de
célula. Ao trabalhar com casos reais, percebeu-se a necessidade de usar as
diferentes cores das imagens para identificar os seus componentes principais, o

citoplasma e os nucleos.

A primeira tentativa foi desenvolvida usando as matrizes vermelha, verde e
azul da imagem (RGB), mas, devido aos problemas encontrados, optou-se por
trabalhar com as matrizes de matiz, saturacdo e intensidade (HSI), encontrando

assim melhores resultados.

Foram encontradas limitagdes no algoritmo, devido ao fato de ele néo ter sido
desenvolvido para receber como entrada imagens contendo qualquer informagéo.
Ao utilizar imagens contendo células agrupadas ou que apresentem mutacdes
genéticas que vao além do micronucleo, o programa teve problemas para interpretar
essas informacdes. Além disso, células que apresentavam cor fraca, possivelmente
por causa do processo de coloracdo, ndo puderam ser identificadas pelo programa,
pois o tratamento da imagem nao foi capaz de manter essas células sem acarretar

em problemas para as demais.

A mudancga nas configuragfes utilizadas na etapa de captura das imagens
demonstrou uma influéncia direta no desempenho da analise. O ajuste dos valores
de saturacdo e contraste na camera para niveis adequados foi essencial para a

obtencao dos resultados que foram apresentados.

Comparando os resultados da analise manual com a analise realizada pelo
software, foi possivel perceber a eficacia na localizagdo de células normais. Porém,

0 software encontrou um quantidade relevante de falsos positivos ao se tratar de
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células micronucleadas, isso pode estar ligado tanto ao tratamento realizado na

imagem, quanto aos critérios fornecidos ao programa para identificar micronucleos.

Outra questdo que foi levantada foi quanto a forma de trabalhar com as
imagens. Em laboratério os técnicos fazem a andlise individual das células utilizando
0 maior aumento possivel do microscopio para visualizar apenas um elemento da
amostra, dessa forma eles podem obter a melhor conclusdo. No método realizado
pelo software, foi realizada a captura de uma area grande de imagem, o que reduz a

qualidade das células e impede a observacdo minuciosa.

Apesar do objetivo do projeto ter sido alcancado, € possivel listar algumas
implementagbes que aumentariam a funcionalidade do software. Como, por
exemplo, a capacidade de interpretacdo poderia ser expandida para registrar a
ocorréncia de outras mutacdes genéticas, além do micronucleo, como células
binucleadas, brotos nucleares, cariorréxe, picnose, entre outras alteracdes que estao
presentes, mesmo que com menos frequéncia, has amostras avaliadas. Além disso,
a aplicacdo poderia suportar a entrada de diversas imagens simultaneamente, pois é

necessario utilizar capturas para fazer a analise completa de uma lamina.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A frequéncia de aparecimento de micronucleos em amostras de tecidos
celulares sdo um importante marcador biolégico utilizado para identificar o efeito de
agressodes causadas por agentes genotoxicos. Como o processo de caracterizacao
e contagem das células é feito manualmente, 0 mesmo demanda muito tempo e
trabalho por parte do profissional de laboratorio. Tendo isso em vista, o trabalho
desenvolvido como Projeto de Diplomacao do curso de Engenharia Elétrica utilizou
recursos de processamento e andalise de imagens para produzir um software para

auxiliar no processo de contagem de micronucleos em amostras laboratoriais.

O algoritmo encontrou barreiras nas tonalidades das imagens, por tratar-se
de tons de cores com caracteristicas semelhantes e escalas muito proximas,
principalmente entre os nucleos e o citoplasma das células. Além disso, pelo fato
das células estarem, em sua maioria, agrupadas nas laminas, a implementacao nao
foi capaz de isolar estes casos e interpretar cada célula destes conjuntos como

uma unidade.

Y

Para trabalhar com as dificuldades apresentadas quanto a coloracéo, foi
necessario utilizar as caracteristicas HSI da imagem como método de identificacédo
dos diferentes niveis de cores. Os parametros da camera utilizada para a captura
das imagens, a qual fica acoplada ao microscépio, tiveram que ser adaptados para

regular o contraste e elevar a saturacdo no momento do registro da imagem.

Por outro lado, os problemas encontrados devido a disposicao das células
nas laminas foram considerados aceitaveis. Pois, como o processo de contagem
manual também leva em consideracdo apenas ceélulas que podem ser
isoladamente identificadas, estes critérios foram aplicados na rotina do software,
justificando o fato de nem todas as células da lamina entrarem no total de células

contabilizadas, apenas aquelas que estao isoladas.

O algoritmo desenvolvido foi capaz de identificar, a partir de uma imagem
capturada das laminas, quais elementos da imagem tratam-se de células, quais sao
seus respectivos nucleos e quais caracteristicas devem ser descartadas por se

tratarem de imperfei¢cdes. Levando em comparacéo a analise feita de forma manual
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por um profissional da area, com a analise do software, houve uma taxa de acerto
de aproximadamente 95% no total de células, o que representa um resultado
significativo. Porém, para a contagem de microndcleos, a taxa de acerto
encontrada foi de 66%. Como proposta de possivel continuidade, seria interessante
realizar a analise utilizando um banco maior de imagens, as quais tenham sido

avaliadas e documentadas pelos profissionais da area.

Existiu uma relacdo de dependéncia com a UERGS para realizar a avaliagédo
dos resultados obtidos, uma vez que ndo existia uma documentacdo formal
identificando as amostras que foram fornecidas. Foi necessério realizar uma nova
inspecéo visual nos trechos de laminas onde desejava-se fazer a comparacao dos
resultados, o que demandava trabalho por parte dos alunos que estavam

cooperando voluntariamente com esta pesquisa.

Com a aplicacdo desta ferramenta em projetos que dependem da analise
visual de laboratoristas para realizar a contagem de células com a formacéo de
micronucleos, é possivel melhorar a performance do processo quanto ao tempo de
trabalho demandado e estabelecer um critério Unico para a leitura de toda a lamina,
ja que a interpretacdo humana € passivel de mudancas. Além disso, sdo inumeras
as possibilidades de ampliacdo do papel do software, para que, além de
micronucleos, ele pudesse auxiliar na identificacdo de outras mutacdes celulares,

como o broto celular, a binucleacao, os broken-eggs, a picnose e muitas outras.
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