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Contagem automatica de micronicleos em células de peixes
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Abstract. The growth of urban areas and the population favored for increased
pollution and contamination of river water. To be good indicators of pollution,
the fish are widely used to assess water quality. Through the analysis of extrac-
ted animal blood cells, it is possible to identify pollutants and contaminants in
rivers, through the micronucleus test. The micronucleus is a small body that
arises during the process of cell division, and its presence is a strong indication
of water contamination. The micronucleus count is a tedious and repetitive
work susceptible to error. This paper presents a solution for automatic counting
of micronuclei using the particle analyzer technique. In it are discussed two
experiments, both using the software ImagelJ library for the implementation of
the solution. In the results obtained, the first experiment recognized the cells
with micronuclei in 81.3% of cases, while the second recognized it in 88.3% of
cases.

Keywords: Micronucleus, Image processing, ImageJ and Particle analyzer

Resumo. O crescimento das dreas urbanas e da populagdo favoreceu para o
aumento de poluicdo e de contaminacdo das dguas dos rios. Por serem bons
indicadores de poluicdo, os peixes sdo bastante utilizados para avaliacdo
da qualidade da dgua. Por meio da andlise das células extraidas do sangue
do animal, é possivel identificar agentes poluidores e contaminadores nos
rios, através do teste de microniicleo. O microniicleo é um pequeno corpo
que se origina durante o processo de divisdo celular, e sua presenca é um
forte indicio de contaminag¢do da dgua. A contagem de microniicleo é um
trabalho tedioso e repetitivo susceptivel a erro. O presente trabalho apresenta
uma solucdo para contagem automdtica de microniicleos utilizando a técnica
de analisador de particulas. Nele sdo discutidos dois experimentos, ambos
utilizando a biblioteca do software ImageJ para a implementacdo da solucdo.
Nos resultados obtidos, o primeiro experimento reconheceu as células com
micronticleos em 81,3% dos casos, jda o segundo em 88,3 %.

Palavras-chave: Microniicleo, Processamento de Imagens, ImageJ e Analisa-
dor de particulas.

1. Introducao

Com o crescimento desenfreado da populacdo e dos grandes centros urbanos, houve um
notdvel aumento na presenga de produtos quimicos no meio ambiente. Dentre os princi-
pais problemas, esta o da contaminacao da dgua dos rios. Os rios sdo utilizados tanto para



a captacdo da dgua, como também para o despejo de agentes poluidores, provenientes de
esgotos residenciais e industriais (Silva; Nepomuceno, 2010).

Os peixes vem sendo amplamente utilizados como indicadores para avaliacio da
qualidade das 4guas dos rios, devido a sua sensibilidade as adversidades ambientais e
seu facil manuseio em laboratérios. Um tipo de andlise bastante conhecida € o teste do
micronucleo. O teste do microntcleo tem sido bastante utilizado para verificar o indice de
contaminacgdo e os efeitos genotoxicos de agentes poluentes nos ecossistemas aquaticos
(Silva; Nepomuceno, 2010).

O microntcleo é um pequeno corpo formado por fragmentos ou partes inteiras
de cromossomos que se originam durante o processo de divisdo celular (Agostini, 1993).
Geralmente sua cor e morfologia sdao semelhantes ao nucleo principal (Dittmar et al.,
2010), como pode ser visto na Figura 1, sendo sua presenca na célula um indicativo de
possiveis alteragdes cromossdmicas (Agostini, 1993).

Figura 1. Uma célula com micronucleo.

Entretanto, a identificacdo e contagem de micronuicleos normalmente € realizada
de forma manual, com o uso de microscopios, a qual pode ser um processo bastante
dispendioso e cansativo. Para minimizar essas dificuldades e agilizar o trabalho de quem
trabalha nos laboratérios, esse trabalho foi criado com o propédsito de desenvolver um
sistema de computador para a contagem automética de células e de microntcleos.

Na Secdo 2 sdo descritos os objetivos do presente trabalho. Na Se¢do 3 sdo de-
monstrados alguns trabalhos relacionados com a contagem automatica de células. Na
Secao 4 sdo abordados os experimentos empregados para desenvolver o sistema. Na
Secdo 5 sdo apresentados os resultados obtidos durante a fase de experimento. Por fim,
na Secdo 6 sao discutidas as conclusdes e perspectivas para trabalhos futuros.

2. Objetivos

O objetivo deste trabalho consiste em desenvolver um software para a detec¢do e conta-
gem de microntucleos em imagens de células de peixes. As imagens fotografadas em um
microscopio devem ser lidas pelo software para a detec¢ao. Na Figura 2 € apresentado um
exemplo de imagem com células extraidas do peixe. Como saida o software deve produzir
uma nova imagem contendo a quantidade de células e de micronucleos reconhecidos, e
também € necessdrio marcar cada um desses elementos encontrados na propria imagem,
facilitando qualquer usudrio a interpretar as informacoes.
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Figura 2. Imagem com células de peixe.

2.1. Objetivos especificos
O sistema proposto deve cumprir as seguintes exigéncias:

e Fazer a contagem das células
e Fazer a contagem dos microntcleos
e Marcar na imagem as cé€lulas e os micronucleos reconhecidos

3. Fundamentacao Teérica

O problema de reconhecimento de células € bastante estudado na literatura. Existem
diversos trabalhos que abordam o reconhecimento automatizado de inumeros tipos de
células.

Guo e Yu (2013) discutem como realizaram a contagem automdtica de células
em imagens de microscopios. Eles explicam que através de informagdes de histograma
da imagem, é possivel definir automaticamente um valor para limiarizagdo'. A partir
disso, € possivel separar as células do fundo da imagem utilizando a técnica de flood fill
(Guo; Yu, 2013) que preenche as células com uma cor e as isola do fundo. A deteccdo
das células € feita a partir da andlise conhecida como BLOB (Binary Large OBject), que
extrai informacdes de qualquer tipo de regido contido na imagem. Em seguida, a imagem
¢é segmentada pela técnica de K-means que calcula o nimero de células, contidas em cada
regido (blob) e entdo obtém o nimero total de células em toda a imagem. O erro médio
dessa abordagem segundo Guo e Yu (2013) € de 0,46%. A vantagem desse método € ele
que pode ser adaptado para reconhecer qualquer tipo de célula.

Outro trabalho semelhante € o de Venkatalaksmi e Thilagavathi (2013), que des-
creveram como fazer a contagem dos glébulos vermelhos do sangue utilizando a trans-
formada de Hough?. O método descrito por eles consiste de cinco etapas: aquisicdo,
pré-processamento, segmentacdo, extragdo de caracteristicas e contagem. Na etapa de
pré-processamento a imagem é convertida para o padrio HSV>. Na primeira etapa da

Conversdo de imagem em escala de cinzara para preto e branco (binéria).
>Técnica para a deteccdo de regides circulares em uma imagem.
3Sistema de cores formadas pelas componentes matiz (Hue), saturacdo (Saturation) e brilho (Value).



segmentacdo, sao extraidos da imagem os valores minimos e maximos de limiarizag3o,
através de informagdes do histograma da imagem. A imagem € entdo dividida em duas
imagens limiarizadas. Nas dreas morfologicamente mais proximas sio utilizados o va-
lor minimo de limiarizac@o e nas areas morfologicamente mais distantes, € usado o valor
maximo de limiariza¢do. Logo em seguida € feita uma operacao XOR entra as duas ima-
gens e entdo a transformada de Hough € aplicada para fazer a contagem. Apesar do
trabalho deles reconhecer células de sangue, o problema € bastante similar ao problema
proposto nesse artigo.

Uma outra abordagem que pode ser adaptada para reconhecer qualquer tipo de
célula é a de Labno (2016). Ela demonstra como realizar genericamente a contagem
automatica de células usando o software ImageJ e seu analisador de particulas. Nas etapas
iniciais a imagem tem seu fundo atenuado por meio de uma ferramenta de subtracio de
fundo. Logo em seguida ela € limiarizada para separar as células do resto da imagem.
Um técnica conhecida como watershed € aplicada para separar as células que estiverem
encostadas entre si. A contagem das células € feito pelo analisador de particulas que é
aplicado sobre a imagem resultante.

No entanto, para iniciar o desenvolvimento deste trabalho, foi necessario fazer um
levantamento a cerca das ferramentas e bibliotecas disponiveis na literatura para auxiliar
na solug@o do problema proposto. Das ferramentas encontradas para atender as necessi-
dades do projeto, foi escolhido o software ImageJ.

O ImageJ* é um software open source de processamento de imagem, desenvol-
vido na linguagem Java pelo pesquisador americano Wayne Rasband, do National Ins-
titute of Mental Health. O software contém inimeras ferramentas para manipulacdo e
segmentacdo de imagem, como limiarizacdo, ajuste de brilho e contraste, extratores de
caracteristicas, analisador de particulas entre muitas outras. Outra caracteristica impor-
tante dele é a sua capacidade de suportar macros e plugins que permite estender suas
funcionalidades a problemas especificos dos usudrios (Bailer, 2006).

4. Experimentos

A principal dificuldade no desenvolvimento de um sistema de visdo computacional é
a escolha de técnicas de processamento para a extracdo das caracteristicas desejadas
(Gonzalez; Woods, 2010). Entretanto, varias técnicas foram testadas e avaliadas, como
limiarizagdo e subtracdo de fundo, a fim de alcancar um fluxograma de processamento que
realizasse a contagem de micronucleos. Dois experimentos foram realizados no trans-
correr deste trabalho. O fluxograma contendo as etapas do processamento do primeiro
experimento € apresentado na Figura 3, e o do segundo experimento na Figura 4.

A aquisicdo das imagens de células de peixes foi realizada por meio de uma
camera digital acoplada a um microscopio Optico convencional. Para os experimentos
foram usadas somente as imagens que se mostraram de boa qualidade e sem a presenca
significativa de ruido. Do total foram selecionadas 5 imagens, todas com resolucio de
2592x1944 pixels, contendo 160 células e 43 micronticleos. Para o microscépio foi utili-
zada uma ocular de 10x em conjunto com uma objetiva de 100x, proporcionando no total
uma ampliacdo de 1000x.

“https://imagej.nih.gov/ij/



Os experimentos realizados para esse trabalho foram feitos através de um pro-
grama escrito na linguagem Java utilizando as bibliotecas de processamento de imagem
do ImageJ. As etapas desses dois experimentos serdo explicadas de forma mais detalhada
nas segdes a seguir.

Aquisicao e
Pré-processamento
Segmentacao .
Deteccao

Figura 3. Fluxograma do primeiro experimento: Detec¢ao por varredura em qua-
drante.



Aquisicao e
Pré-processamento

Segmentacao

Deteccgao

Figura 4. Fluxograma do segundo experimento: Deteccdo com remocao de
ruido.

4.1. Primeiro experimento: Deteccao por varredura em quadrante

Na etapa de aquisicao e pré-processamento do primeiro experimento, a imagem colorida é
convertida para escala de cinza. Posteriormente aplica-se a técnica de subtracdo de fundo
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para atenuar a imagem e entdo, na etapa de segmentacao ela € limiarizada para destacar
as regides de interesse.

A deteccao das células € feita com o analisador de particulas do ImageJ, que as
detecta e faz a contagem. Para cada célula encontrada, € delimitado um quadrante de
250x250 pixels em volta da mesma. Logo entdo o microntcleo € procurado pelo analisa-
dor dentro desse quadrante.

4.1.1. Pré-processamento e Segmentacao

A imagem de entrada € convertida para escala de cinza. No passo seguinte, toda a ima-
gem € atenuada com a funcdo Subtract Background na qual permite realgar as regides de
interesses, com base nos seguintes parametros:

e Rolling balls radius de 50 pixels.
e Opcao Light Background ativada.

Para segmentar, faz se o uso da fun¢do Auto-Threshold que limiariza a imagem.
Esse procedimento faz a separagao das regides de interesses do fundo. Os nicleos e os
micronucleos sdo preenchidos com a cor preta e o fundo com branco, como demonstrado
na Figura 5.

0%
"0 : “‘!
.' s LY |
L4 -

Figura 5. Imagem limiarizada.

4.1.2. Deteccao, contagem e desenho

A detecgdo € executada na imagem adquirida da etapa de segmentacdo, por meio do anali-
sador de particulas do ImageJ. Sdo obtidas do analisador informacdes como a quantidade
de células e microntcleos encontrados, como também suas localizacdes cartesianas na
imagem.

Antes de mais nada, é preciso deixar claro que a principal caracteristica que ird
diferenciar um nticleo de um microntcleo sdo os seus tamanhos. Nas amostras de células
usadas nos experimentos, os microntcleos geralmente sdo 40x menores que os nucleos.
A seguir serd demostrados os parametros do analisador para detectar cada um deles.

e Niicleo: Tamanho® entre 3000 pixels e infinito. Circularidade® entre 0.1 e 1.0

30 tamanho é a quantidade de pixels de uma determinada regido expressa em pixels elevado ao qua-
drado.
A circularidade é quio circular é essa 4rea de pixel.
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e Microntcleo: Tamanho entre 40 e 500 pixels. Circularidade entre 0.5 e 1.0

Primeiramente o analisador varre em busca de nucleos de células por toda a ima-
gem. Ao término dessa varredura, o proximo passo € encontrar os micronucleos. No
entanto, a varredura por microntcleos nao € feita em toda a imagem, e sim em cada qua-
drante de célula encontrada.

Figura 6. A varredura so é feita dentro do quadrante verde.

Para cada célula encontrada é delimitada uma area de 250x250 pixels em torno do
nucleo, conforme a Figura 6. Logo em seguida, essa drea é submetida ao analisador de
particulas que finalmente ird detectar e fazer a contagem de micronucleos.

Finalizando todo esses procedimentos sao realizados os desenhos dos quadrantes
das células e dos micronucleos, bem como informacdes sobre a quantidade dos mesmos.

4.2. Segundo experimento: Detec¢io com remocao de ruido

Das etapas iniciais de aquisi¢do e pré-processamento do segundo experimento, a imagem
colorida € convertida para escala de cinza. De maneira analoga ao primeiro experimento,
€ necessario remover o fundo para isolar as células. Para isso, através de uma etapa de
segmentacdo, € feita uma combinacgdo de técnicas de subtracdao de fundo, limiarizacdo e
mascaramento. Nessa fase quaisquer tipos de ruidos que estejam fora das membranas da
células sdo eliminados. Em seguida uma nova limiarizacdo € aplicada sobre a imagem
resultante, permitindo que somente fiquem presentes os nucleos e os microndcleos das
células.

Como saida da etapa de segmentacao € obtida uma imagem limiarizada (bindria),
em que os nucleos e os micronucleos das células estdo separados do fundo. Nesse mo-
mento, o fluxograma € dividido em duas partes: uma para detectar os nucleos e fazer
sua contagem, outra para detectar os micronucleos e também fazer sua contagem. Nessa
etapa, a deteccdo € realizada pelo analisador de particulas do ImageJ.

4.2.1. Pré-processamento e Segmentacao

A imagem de entrada é convertida para escala de cinza. Em seguida, € feita uma copia
dessa imagem que serd usada para criar uma mascara de células. Essa mascara € uma
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imagem que ird sobrepor a imagem de entrada para proteger as células de serem apagadas
durante a etapa de eliminagdo de ruidos.

Para criar uma mascara de células a imagem deve ser atenuada e entao limiarizada,
conforme a demonstracao a seguir:

e A atenuacdo € feita com a fungdo Subtract Background com Rolling balls radius
de 50 pixels e as op¢des Light Background e Create Background ativadas.
e Aplica-se entdo a limiarizacdo com a fungdo Auto-Threshold.

A etapa de criac@o dessa mascara pode ser visualizada na Figura 7.

@0 ©
.33::;_
/e _=
‘e .--':l
» -

Figura 7. Processo de criacao de mascara de células.

O préximo passo € remover os ruidos do fundo. Nessa etapa a remocao € realizada
por meio da técnica de mascaramento, mostrada na Figura 8.

Figura 8. Aplicando a mascara e removendo o fundo.

A madscara de células criada na etapa anterior € posta sobre a imagem de entrada.
Em seguida um processo de pintura (ou remog¢ao) € aplicado pixel a pixel sobre a imagem
de entrada. Os pixels onde estdo localizadas as mdscaras das células ndo sao afetados. O
resultado € uma imagem com seu fundo totalmente eliminado, como visto na Figura 9.
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Figura 9. Imagem com fundo removido e células isoladas.

Com a nova imagem obtida, agora com o fundo eliminado, a préxima etapa é
realcar as regioes de interesse, que sdo os nucleos e os microndcleos. E logo depois,
aplica-se a limiarizacdo. Esse processo € descrito abaixo:

e Realca as regides de interesses com a funcdo Subtract Background com Rolling
balls radius de 50 pixels e a op¢ao Light Background ativada.
e Aplica-se entdo a limiarizacdo com a funcdo Auto-Threshold.

O resultado € a imagem que pode ser vista na Figura 10.

®

Figura 10. Imagem limiarizada.

4.2.2. Deteccao, contagem e desenho

A imagem obtida na etapa anterior € submetida ao analisador de particulas do ImageJ,
para entdo obter o nimero de nicleos, o nimero de micronucleos, e suas localiza¢des na
imagem. Primeiramente esse processo € feito para os nucleos, depois se repete para os
micronucleos.

Como descrito no experimento anterior, o que ird diferenciar um nicleo de um
micronucleo para o analisador de particulas, sdo principalmente seus tamanhos. Se-
gue abaixo os parametros utilizados no analisador para reconhecer os nucleos € o mi-
cronucleos:
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e Nicleo: Tamanho entre 3000 pixels e infinito. Circularidade entre 0.1 e 1.0
e Microntcleo: Tamanho entre 40 e 500 pixels. Circularidade entre 0.5 e 1.0

Para finalizar, é desenhado na imagem de entrada, quadrantes que determinam
as células e micronucleos reconhecidos, bem como informacdes sobre a quantidade dos
mesmos. Todo o processo dessa etapa € demonstrado na Figura 11.
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Figura 11. Deteccao e desenho

5. Resultados & Discussao

Para validar os experimentos, foram realizados varios testes com as imagens coletadas de
5 laminas contendo células de peixes. As amostras foram avaliadas tanto manualmente
quanto pelo sistema desenvolvido, para identificar quantas células possuem micronucleos
€ quantas nao.

Os resultados foram submetidos a uma matriz de confusdo e avaliados com as me-
didas de precisao, sensibilidade, acuricia e especificidade, como representado na Tabela
1 para o primeiro experimento, € na Tabela 2 para o segundo experimento.

Para a matriz de confusdo, hd quatro diferentes resultados: Verdadeiro-Positivo
(VP), Falso-Positivo (FP), Verdadeiro-Negativo (VN) e Falso-Negativo (FN). Para a
avaliacdo do sistema desenvolvido foram usadas as seguintes classifica¢des:

VP: Células com micronticleo; O sistema reconhece microntcleo.
FP: Células sem micronucleo; O sistema reconhece micronucleo.
VN: Células sem microntcleo; O sistema nao reconhece microntcleo.
FN: Células com microntcleo; O sistema ndo reconhece micronucleo.

Para analisar os dados da matriz de confusdo foram utilizadas quatro medidas:

(VP+VN)
VP+VN+FP+FN)

E o nivel de confiabilidade do sistema. O quao ele esta correto (Souza; Santos,
2011).

e Acuricia: 0

o Sensibilidade: 3 5

E a porcentagem de Verdadeiro-Positivo detectado pelo sistema (Souza; Santos,
2011).
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__vrp
(VP¥FP)

E o nivel de acurécia de uma determinada classe. Nesse caso, Verdadeiro-Positivo
(Souza; Santos, 2011).

e Precisio:

e Especificidade: %

E a porcentagem de vezes que o sistema reporta corretamente Verdadeiro-
Negativo (Souza; Santos, 2011).

Experimento 1 | P | N | Precisao | Sensibilidade | Acuracia | Especificidade
A" 351107 | 77,7% 81,3% 88,7 % 91,4%
F 10| 8 - - - -

Tabela 1. Primeiro experimento: Deteccao por varredura em quadrante

Experimento 2 | P Precisao | Sensibilidade | Acuracia | Especificidade
A% 38| 116 | 97,4% 88,3% 96,2 % 99,1%
F 1 - - - -

Tabela 2. Primeiro experimento: Deteccao com remogao de ruido

Analisando os resultados, € possivel observar que no primeiro experimento o sis-
tema reconheceu corretamente as células em 81,3% dos casos. E de todas as células que
julgou como verdadeiro-positivo, apenas 22,3% nao continham quaisquer micronucleos.

Ja no segundo experimento houve uma taxa de acertos ligeiramente maior. O sis-
tema reconheceu as células com microntcleos em 88,3% dos casos. E das ocasides que o
mesmo classificava como verdadeiro-positivo, somente 2,6% nao possuiam micronudcleos.

Para os casos em que o sistema reportava as células como verdadeiro-negativo,
ou seja as células que ndo continham micronucleos, as taxas de erros encontradas nos
primeiro e segundo experimentos foram respectivamente de 8,6% e 0,9%.

De modo geral, avaliando do ponto de vista da acuricia, € notdvel a diferenca de
confiabilidade entre os dois experimentos. A etapa de eliminagdo de ruidos implementada
no segundo experimento possibilitou que o sistema adquirisse uma confiabilidade de 7,5%
maior que a alcangada no experimento anterior.

6. Consideracoes Finais

Apesar dos resultados bastante promissores, € necessario ainda muito trabalho a ser
realizado afim de reduzir as porcentagens de erros do sistema. Deve ser levado em
consideracdo a eliminacdo de ruidos como ponto fundamental para obtencdo de melhores
resultados. Fase essa, que se deve ter um cuidado especial desde a etapa de preparo das
laminas para analise.

No decorrer deste trabalho, a quantidade de imagens de boa qualidade adquiridas
por meio do microscopio foram poucas comparadas ao restante das imagens. Simples-
mente pelo fato da maior parte delas possuirem muito ruidos, dificil até para distinguir
manualmente um microntcleo. A respeito disso, € fundamental um aperfeicoamento na
etapa de aquisi¢ao das imagens. A qualidade das imagens depende exclusivamente do
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modo como foi preparada a lamina, o corante utilizado, e da extracdo do sangue para a
andlise.

Analisando os resultados alcancados com os dois experimentos realizados, é
possivel concluir que o segundo experimento foi muito mais eficiente em relagdo ao pri-
meiro. Em outras palavras, a etapa de eliminacao de ruidos incluida no segundo experi-
mento foi a responsavel por tal precisdo em relacdo ao outro experimento. Delimitar a
varredura em um quadrante ndo foi suficiente para se livrar dos ruidos, ja que o sistema
poderia confundir qualquer particula fora da membrana da célula como um microntcleo,
por mais que esteja dentro do quadrante.

Um outro ponto que também deve ser levado em conta, € a resolucdo da ima-
gem. Todos os parametros usados nos experimentos foram alcancados baseando-se na
resolucao de 2592x1944 pixels, na qual estavam todas as imagens utilizadas. Ter como
entrada uma imagem com resolucdo diferente dessa faixa, possivelmente acarretaria falha
no sistema em muitos aspectos. Outro fator relevante, é a amplia¢do utilizada no mi-
croscOpio para capturar as amostras. Nesse trabalho, todas as imagens foram capturadas
no microscopio com ampliagdo de 1000x. Trabalhar com outros valores possivelmente
comprometeria a taxa de acertos do algoritmo. Por fim, ambos esses assuntos podem ser
discutidos em trabalhos futuros, na elaboracao de um software dindmico, que cruza os va-
lores de resolucdo e de ampliacdo para dinamicamente ajustar os parametros adequados
para a classificagdo.
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