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RESUMO

O crescimento das dreas urbanas e da populagcdo favoreceu para o aumento de polui¢do e de contaminacdo das dguas dos
rios. Esse indicio, tem despertado interesse em vdrios aspectos, sobretudo relacionado ao destino e os possiveis efeitos que
esses contaminantes podem causar a saide humana. A andlise de nicleo em células de peixes é um eficiente mecanismo para
identificar a presenca de contaminantes emergentes. Este artigo apresenta o estudo e a comparagdo das técnicas Template
Matching e SEG-IHC como técnicas para realizar a contagem automatica de nucleo, apresentando a avaliacdo de desempenho
em diferentes aspectos na imagem.

Palavras-chave: Contegem automadtica, células de peixes, niicleo de células, Template Matching, Segmentagdo de niicleos de
células Imuno-histoquimica, TM, SEG-IHC.



ABSTRACT

The growth of urban areas and the population has favored increased pollution and contamination of river waters. This clue
has aroused interest in several aspects, mainly related to the fate and possible effects that these contaminants can cause to
human health. Nuclear analysis in fish cells is an efficient mechanism to identify the presence of emerging contaminants.
This article presents the study and comparison of the techniques Template Matching and SEG-IHC as techniques to perform
automatic core counting, presenting performance evaluation in different aspects of the image.

Key words: Automatic counting, fish cells, cell nucleus, Template Matching, Cell nucleus segmentation Immunohistoche-
mistry, TM, SEG-IHC.
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Resumo—O crescimento das areas urbanas e da populacio
favoreceu para o aumento de poluicio e de contaminacio das
aguas dos rios. Esse indicio, tem despertado interesse em varios
aspectos, sobretudo relacionado ao destino e os possiveis efeitos
que esses contaminantes podem causar a satiide humana. A
analise de nicleo em células de peixes é um eficiente mecanismo
para identificar a presenca de contaminantes emergentes. Este
artigo apresenta o estudo e a comparacio das técnicas Template
Matching e SEG-THC como técnicas para realizar a contagem
automatica de niicleo, apresentando a avaliacdo de desempenho
em diferentes aspectos na imagem.

I. INTRODUCAO

A presenca de metais potencialmente t6xicos em ecossis-
temas aquaticos urbanos tem despertado interesse em varios
aspectos, sobretudo relacionado ao destino e os possiveis efei-
tos que esses contaminantes podem causar a saide humana. Os
altos indices de toxicidade de alguns metais, mesmo em baixas
concentragdes, associados a sua relativa facilidade de entrar e
permanecer nas cadeias tréficas por longos periodos reforga
a importancia de estudos que determinem suas concentragdes
em ambientes aquéticos [[7].

Considerando que as metodologias tradicionais de classi-
ficacdo de aguas, baseadas apenas em caracteristicas fisicas,
quimicas e bacterioldgicas, muitas vezes, ndo sdo suficientes
para identificar a contaminacdo ambiental por substincias
quimicas na dgua [8]], o conhecimento da toxicidade de agentes
quimicos em diferentes organismos aqudticos possibilita a
observagao direta da satide dos mesmos e a detecgdo de efeitos
nocivos sobre o ambiente aquético [9]. Ou seja, alteragdes
nos perfis de transcri¢do génica fornecem informagdes sobre a
interacdo dos estressores ambientais ao genoma, e pode servir
como uma eficiente ferramenta para diagnosticar a existéncia
de uma alteracdo ambiental e analisar as respostas bioldgicas
que este vem provocando a uma determinada populagio [[11]]
[10].

Portanto, a aplicagdo de metodologias ou ferramentas que
possam avaliar propriedades gé€nicas, genotdoxicas de corpos
d’4gua causadas por contaminantes ambientais sdo prioritdrias
para gerar informacdes para planos de controle da qualidade
de 4dgua. Com a utilizagdo de bioindicadores de poluicio
ambiental é possivel avaliar os efeitos causados por essas
substancias [12]], pois estes sdo sensiveis a agentes poluidores
e capazes de detectar misturas de contaminantes presentes no
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ambiente. Trabalhos recentes, mostram que andlise de nicleo
em testes utilizando peixes, espécie no qual seus eritrcitos
sdo nucleados [2], sdo eficientes por responderem aos téxicos
de modo similar ao dos grandes vertebrados, além desta
espécie serem encontradas abundantemente nos ecossistemas,
possibilitando a identificacdo de contaminantes emergentes
.

Em alguns laboratérios de andlises a tarefa de quantificar
nucleo, € realizada manualmente, a exemplo do Laboratério de
Andlises Clinicas da UFGD - Universidade Federal da Grande
Dourados. A Figura 1, apresenta o ambiente de avaliagdo e
contagem de nicleo.

Figura 1. Laboratério de andlise para quantificar nicleos em células de peixe.

A contagem manual de nucleos acarreta algumas desvanta-
gens como:

o A fadiga do especialista que estd realizando a contagem,
pois exige concentragdo e atencio;

e A troca de especialista pode dar diferenca nos resultados;

e E necessdria a contagem mais de uma vez para validar o
resultado;

e Limitacdo das andlises laboratoriais devido as dificuldades
de contagem que podem atrasar o término do processo e a
liberacdo dos resultados.

Para solucionar estes problemas, foi proposto neste trabalho
a utilizacdo de duas técnicas de processamento de imagens
conhecidas como TM (Template Matching) (5] e SEG-IHC
(Segmentagdo de niicleos de células Imuno-histoquimica) [4)],
na qual vai ser apresentada a avaliagdo do processo de con-
tagem de niicleos comparando com especialistas na area. A
Figura 2, ilustra uma imagem das células nucleadas do peixe.



Figura 2. Célula nucleada de peixe.

O trabalho estd organizado da seguinte forma. As secdes
IT e III apresentam o funcionamento das técnicas Template
Matching e SEG-IHC. A se¢do IV, apresenta os experimentos
realizados e os resultados obtidos. A secdo V apresenta a
andlise dos resultados, e por fim a secdo VI, apresenta as
conclusoes obtidas a partir das implementagdes e experimentos
realizados.

II. TEMPLATE MATCHING

O algoritmo Template Matching baseado em Correlacdo
Cruzada Normalizada é um algoritmo de reconhecimento de
padrdes que realiza a deteccdo de objetos similares em uma
imagem. Ele tem como entrada uma imagem e o objeto a
ser detectado e como saida uma imagem denominada imagem
de correlacdo, em que os pontos mais claros indicam os
pontos detectados. Para tal detec¢do, o algoritmo utiliza como
medida de similaridade o coeficiente de Correlagdo Cruzada
Normalizada conforme a Equacdo 1. Esse coeficiente indica o
grau de similaridade entre o template (objeto a ser detectado)
e a imagem de pesquisa. Ele varia de -/ até 1. O valor /
indica total correspondéncia entre o template e a imagem de
pesquisa, 0 indica que ndo houve correspondéncia e -/ indica
que houve correlagdo inversa, ou seja, total correspondéncia
entre o femplate € a imagem de pesquisa [14].

2 @—5)) (i —9)
V(@i —2)?) (i — 9)?)

O Template Matching baseia-se na correspondéncia entre
um modelo 7 e uma imagem / na qual este modelo possa ser
detectado [16]]. Seja I a imagem de pesquisa de dimensdo m
x n e a imagem T o template de dimensdo p x g tal que p
< me q < n, entdo ¢ realizado o célculo do coeficiente de
Correlagdo Cruzada Normalizada entre cada pixel da imagem
I e os pixels da imagem 7. A cada variacdo de pixel na
imagem I, o valor do coeficiente é calculado e armazenado
em uma imagem denominada imagem de Correlag@o, na qual
os valores préximos a / indicam a correspondéncia entre o
template e a imagem de pesquisa. Por outro lado, os valores
préoximos a -/ indicam a divergéncia entre o Template e a
imagem de pesquisa. Na imagem de correlacdio os pontos

D

mais claros indicam o ponto em que houve a deteccdo do
template. Os pixels da borda da imagem [ sao desconsiderados,
pois a imagem 7 tem sua posi¢do inicial definida no centro
da imagem, enquanto a imagem [/ possui a sua posicio
inicial definida no canto superior esquerdo. Desta forma, ao
posicionar o centro da imagem 7 na posicdo inicial da imagem
I tem-se uma perda de informagdo [15]. A Figura 3, ilustra
o resultado da aplicagdo da técnica Template Matching sobre
uma imagem nucleada do peixe.

Figura 3. Resultado da técnica Template Matching. As regides marcadas sdo
nicleos detectados pela técnica.

ITI. SEGMENTACAO DE NUCLEOS DE CELULAS
IMUNO-HISTOQUIMICA (SEG-IHC)

A ferramenta de segmentacio de niicleos de células que usa-
mos neste trabalho (SEG-IHC) foi desenvolvida para detectar
de maneira semiautomdtica diferentes tipos de imagens imuno-
histoquimica (IHC) [4)]. A imuno-histoquimica é um método
de andlise dos tecidos via microscépio muito importante para
determinagdo de fatores preditivos e prognésticos no cancer,
buscando identificar caracteristicas moleculares das doengas,
com aplicagdes como: diagndstico de doengas inflamatdrias,
infecciosas e neoplasias. Com esse método, é possivel a
segmentacdo automdtica de nucleos severamente agrupados
coradas por DAB (diaminobenzidin;ﬂ) . O DAB ¢é comumente
utilizado em imuno-histoquimica na identificacdo de tecidos
marcados pelo método da imunoperoxidase. O DAB atua como
cromdgeno, que na presenca da enzima peroxidase produz um
precipitado de cor marrom, revelando desta forma os tecidos
imunomarcadores. Essa coloragdo de ponto de interesse, se
aproxima da metodologia adotada em nossos experimentos.

A técnica de maneira geral segue 3 passos para segmentacao
dos nucleos:

(I as regides de primeiro plano que podem conter os
nucleos sdo extraidas;

(Il) em seguida aplicado a técnica de watershed e por
fim;

(II) os pixels redundantes sdo eliminados e uma elipse é
adequada a cada nicleo segmentado.

' A diaminobenzidina é oxidada por peréxido de hidrogénio na presenca de
hemoglobina para dar uma cor marrom escuro.



Em geral, a intensidade do primeiro plano, ou seja, pixels
pertencentes aos nucleos, podem ser facilmente distinguida
do fundo (segundo plano) pelo método de Threshold usando
limiar adaptativo [18]. Mas embora o limiar adaptativo possa
detectar claramente o limite dos nicleos agrupados, os pixels
ruidosos podem levar a uma segmentag@o excessiva, ou em ou-
tros momentos levar a uma segmentacio abaixo do esperado.
Assim, a aplicacdo da técnica watershed baseada em sementes
[19], pode produzir eventuais corre¢des na segmentagio dos
nicleos agrupados e finalmente, uma elipse é adaptada aos
nucleos dos pixels. A Figura 4, ilustra o resultado da aplicacio
da técnica SEG-IHC sobre uma imagem nucleada do peixe.

Figura 4. Resultado da técnica SEG-IHC. As regides marcadas sdo resultado
dos nicleos detectados pela técnica.

IV. EXPERIMENTOS E RESULTADOS

Para a realizagdo dos testes de avaliagdo das técnicas
Template Matching e SEG-IHC, foi criado um banco de
imagens onde foram selecionadas 326 imagens de 4 peixes.
Para se fazer a coleta das imagens realizamos uma visita
ao Laboratério de Andlises da UFGD juntamente com os
especialistas na drea. Os especialistas utilizaram um corante
reativo de schiff [6] no processo de aquisi¢io de imagens.
Esse reagente € mais especifico para material genético evitando
a emissdo de laudos falso-positivos o que torna as andlises
mais confidveis. Foi utilizada uma Camera do Microscépio
que fornece imagens com uma dimensdo 2048 x 1536 pixels
no formato JPEG. As imagens foram redimensionadas para um
tamanho 512 x 384 pixels no qual ndo interferisse na qualidade
da imagem.

As imagens foram coletadas e organizadas em 4 categorias
sendo: 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas. Essa separacdo
foi feita justamente para tentarmos avaliar se o tempo no qual
a célula nucleada permanece com o corante pode interferir
na contagem dos nucleos e alterar os resultados. A Figura 5
mostra as imagens de cada categoria.

Para todas as técnicas, utilizamos uma ferramenta de pro-
cessamento de imagem conhecida como Imagejﬂ, baseado em
Java, de uso livre e que permite a criagdo de plugins e a
expansio de suas funcionalidades. Inicialmente realizamos um

Zhttps://imagej.nih.gov/ij/

(a) Imagem da categoria 24 horas; (b) Imagem da categoria 48 horas;

(c) Imagem da categoria 72 horas;

(d) Imagem da categoria 96 horas.

Figura 5. Imagens das Categorias.

processo de contagem manual, considerada em nossos experi-
mentos como contagem do especialista para que pudéssemos
comparar com os resultados das técnicas Template Matching
e SEG-IHC. Nesta contagem manual foi utilizado um plugin
do ImageJ, o Cell Counterﬂ que permite fazer marca¢Ges na
imagem e contabilizar os nicleos. Apés todo esse processo
obtivemos nosso banco de dados organizado e com a contagem
manual (especialista).

Com isso, para podermos comparar as técnicas Template
Matching e SEG-IHC utilizamos 4 métricas:

e Erro Médico (ER): Consiste na média da diferenca entre
a quantidade de nucleos contadas pelo especialista (ec) e a
quantidade de nucleos contadas pela técnica (hc) de todas as
imagens de cada categoria, métrica ilustrada na Equacdo 2.

Z?:imgl lec; — he;l
n

ER =

(@)

e Recall: Consiste na divisdo entre a quantidade de nucleos
contados corretamente pela técnica (hr) e a quantidade de
nidcleos contados pelo especialista (ec). Avaliado em uma
escala de 0 a 1, quanto mais préximo do valor 1, indica que
a técnica estd detectando corretamente o maior nimero de
nicleos existentes, métrica ilustrada na Equacao 3.

Recall = E 3)
ec

e Precision: Consiste na divisdo entre a quantidade de
nucleos contadas corretamente pela técnica (hr) e a quantidade
de nicleos contados pela técnica (hc). Avaliado em uma escala
de 0 a 1, quanto mais préximo do valor 1, a técnica é
mais precisa na realizacdo da contagem, métrica ilustrada na
Equacdo 4.

3https://imagej.nih.gov/ij/plugins/cell-counter.html



Precision = @ (@)
hc

e F-Score (F): Uma equacdo que balanceia os valores de
Precision e Recall, obtendo um valor mais significativo para
a andlise. Um valor de Recall alto ndo significa que a técnica
seja eficiente, pois a técnica pode detectar todos os nicleos,
mas detectando vérios pontos que nao correspondem a um
nicleo, o que ocasionard em uma Precision baixa. Portanto,
equilibrar estes valores é importante para a andlise, métrica
ilustrada na Equagdo 5.

Precision x Recall
F=2 5
¥ Precision + Recall ©®)

A. Experimentos com Template Matching

Para a aplicacdo da técnica Template Matching na contagem
dos nucleos foi utilizado um plugin em Java do ImageJ, Create
Templateﬁ O plugin converte uma imagem de pesquisa do
tipo RGB para escala de cinza e aplica Template Matching.
Para cada imagem foi escolhido o melhor Threshold para ser
aplicado, onde o limiar inferior varia de 0.1 a 0.7 e se manteve
o limiar superior igual a 1. O template foi recortado de cada
imagem para tentar obter uma correlacdo mais préxima da
prépria imagem. Em seguida, é aplicado o método Analyse
da classe Java ParticlesAnalyseEl que identifica os pontos
que estdo entre o limiar inferior e superior. Para ilustrar os
processos da técnica Template Matching, podemos visualizar
a Figura 6 e 7.

B. Experimentos com SEG-IHC

Para aplicacdo do SEG-IHC foi utilizado o plugin Immu-
nohistochemistry(IHC) Image Analysis Toolboxﬂ que basica-
mente recebe uma imagem colorida em RGB, e em seguida
aplica-se a fung@o de segmentacdo automdtica de nicleos
(Nuclei). A fungdo depende da escolha de um modelo de
deteccdo de cores no qual foi utilizado o H-DAB (que usa
como estimativa para a detec¢do dos pontos de interesses as
cores do DAB). Os pardmetros para funcdo de segmentacio
automatica de nicleos window size, seed size, final size foram
utilizados os valores padrdes da ferramenta. A opcdo de tipo
de marcagao foi utilizada quantificacdo, que consiste em contar
os nucleos positivos e a segmentacdo dos nicleos. A Figura 8
ilustra um resultado e a Figura 9 o processos desta técnica.

V. ANALISES

As Tabelas 1 e 2 ilustram os resultados do Template Mat-
ching e SEG-IHC respectivamente, os resultados sdo apresen-
tados ja separados por categorias e os valores de Erro Médio,
Precision, Recall e F-Score sdao apresentados no seguinte
formato x+y onde x € o valor da métrica e y o valor de
seu desvio padrdo. Podemos observar que a técnica com os
melhores resultados foi o SEG-IHC. Os valores de maior

destaque para Erro Médio foi da categoria de 48 horas, para

“https://imagej.nih.gov/ij/plugins/template-matching.htm]
Shttps://imagej.nih.gov/ij/developer/api/ij/plugin/filter/Particle Analyzer.html
Shttps://imagej.nih.gov/ij/plugins/ihc-toolbox/index.html

y_ . '@w‘

(b) Imagem em escala de cinza;

(a) Imagem Original;

(c) Template;

(d) Imagem de Correlagao;

e
e @@;

]

s’

(e) Resultado do Template Mat-
ching.

ﬂ

Figura 6. Resultados do processo de aplicagdo da técnica TM.
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Figura 7. Processo de aplicagdo da técnica TM.

Recall categoria 72 horas e para Precision e F-Score foram os



(a) Imagem Original; (b) Resultado da técnica.

Figura 8. Resultado da aplicacdo da técnica SEG-IHC
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Figura 9. Processo de aplicagdo da técnica SEG-IHC.

resultados da categoria 24 horas como ilustra a Tabela 2. Para
o Template Matching a melhor categoria de classificacdo em
relagdo ao Erro Médio foi 96 horas, para Precision categoria
72 horas e para Recall e F-Score a categoria de 24 horas como
ilustrado na Tabela 1.

Tabela I
RESULTADOS DA ANALISE SOBRE A TECNICA TEMPLATE MATCHING.

Categoria| Erro Médio Precision Recall F-Score
24hrs 6,000+4,633 | 0,844+0,078 | 0,833+0,065 | 0,839+0,071
48hrs 4,000+4,148 | 0,804+0,114 | 0,833+0,115| 0,818+0,115
72hrs 5,000+4,367 | 0,847+0,116 | 0,810£0,099 | 0,828+0,106
96hrs 4,000+£3,254 | 0,840+0,095 | 0,833+0,095 | 0,837+£0,095

Tabela II

RESULTADOS DA ANALISE SOBRE A TECNICA SEG-IHC.

Categoria| Erro Médio Precision Recall F-Score
24hrs 5,000+8,036 | 0,88240,140 | 0,985+0,103 | 0,931+0,119
48hrs 3,000+4,329 | 0,86340,142 | 0,975+0,054 | 0,916+0,078
72hrs 4,50045,121 | 0,859+0,139 | 1,000+0,029 | 0,924+40,048
96hrs 7,000£6,014 | 0,808+0,112 | 1,000+0,041 | 0,894+0,060

Em alguns casos, como exemplo a categoria 96 horas, a
Média de Erro do Template Matching foi menor que a do
SEG-IHC. Este fendomeno ocorre porque SEG-IHC melhor se
aproxima da quantidade contada pelo especialista e o Template
Matching deixa de contar alguns nucleos fazendo parecer que
seu erro médio é menor. A Figura 10 ilustra este cendrio. A
contagem do especialista quantificou 59 nicleos, o Template

Matching 50 e o SEG-IHC 64. Observamos que a técnica
SEG-IHC esta contando mais do que o especialista, mas nao
deixando de contar o que de fato é nicleo. Template Matching
estd retornando uma quantidade menor de nucleos pois estd
deixando de contar regides que o especialista identifica como
ndcleo. Com isso, em ambiente pratico acaba gerando um
agravante maior. O resultado de Erro Médio do Template
Matching deve ser destacado porque ndo representa na pratica
um valor esperado pelo especialista.

O SEG-IHC apresentou alguns problemas que na prética
podem ser consideradas graves pelos especialistas. A Figura
11 ilustra este cendrio. O SEG-THC em algumas situacdes
encontra uma quantidade em excesso de nicleos. Isso pode
ser justificado pela quantidade de ruidos que sdo apresentados
na imagem, problema que pode ser solucionado com aplicacio
de alguns filtros ou mais técnicas de segmentacgao.

VI. CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentado o estudo das técnicas Tem-
plate Matching e SEG-IHC, como técnicas para contagem
automdtica de nicleos em células de peixes e andlise de
seus desempenhos em vdrias situagdes. Através da andlise dos
resultados dos experimentos e das imagens resultantes apés
o processamento das técnicas, verificou-se que SEG-IHC foi
eficiente na categoria de 24 horas por ter um melhor Preci-
sion e F-Score comparado a Template Matching. Verificamos
também que Erro Médio de SEG-IHC ¢ alto pelo fato da
técnica considerar (identificar) ruidos da imagem como niicleo,
mas podendo alcancar melhores resultados com a utilizagdo
de filtros e outras técnicas de segmentacdo de imagens. O
Template Matching obteve resultados satisfatérios na categoria
de 24 horas. Verificamos na técnica Template Matching um
Erro Médio abaixo do esperado, pelo fato da técnica deixar
de contar nicleos, o que em um ambiente pritico poderd
ser um agravante. Com base nas andlises a técnica mais
indicada para este problema de contagem é o SEG-IHC na
categoria 48 horas, por ter o menor Erro Médio que todas as
outras categoria em ambas as técnicas e seu Precision, Recall
e F-Score estarem mais proximo dos melhores resultados.
Trabalhos futuros visam o estudo de técnicas que resolvam os
problemas de aglomeracao de nticleos e ruidos nas imagens.
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