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1 Introducao

Avancos significativos na geracdo de imagens nas dreas de medicina e biologia t€ém gerado uma
forte demanda pelo desenvolvimento de tecnologias relacionadas a digitalizacdo automatica,
tanto em hardware quanto em software. Por conta disso, o desenvolvimento das dreas de pro-
cessamento de imagens, inteligéncia artificial, aprendizagem profunda e ciéncia de dados €
estratégico, particularmente para a biologica, uma vez que atualmente tanto hardware quanto
software tém auxiliado especialistas e agilizado os procedimentos.

O desenvolvimento e recentes avancos na microscopia confocal por varredura a laser, as-
sociado ao uso de marcadores fluorescentes, t€m possibilitado a geracdo de dados a cerca dos
niveis de expressdao gé€nica e localizacao proteica tanto em células fixadas quanto in vivo. [21].

Estima-se que cerca de 75 por cento dos genes associados a doengas em humanos tenham
homologos em Drosophila melanogaster (mosca da fruta) [17]. Essa grande semelhangas entre
os genes em humanos e em Drosophila, bem como o seu rdpido ciclo de desenvolvimento, t€m
contribuido para que esse organismo seja um dos mais importantes modelos biolégicos nos mais
diversos campos da biologia e medicina. Dentre os estudos se destacam Alzheimer [5], Cancer
[16, 20], doencas neurodegenerativas [6], virus [7], para citar alguns. A Figura 1 demonstra
as imagens utilizadas no aplicativo, sdo células do ovério de Drosophilas produzidas no Grupo
de Biologia do Desenvolvimento e Sistemas Dinamicos da Universidade Federal do Rio de Ja-
neiro (UFRJ). A andlise dessas imagens (Figura 1) tem por objetivo a segmentagao das diversas
células marcadas com o objetivo de identificar as células-tronco embriondrias responsavel pela

formacdo do tecido.

Fig. 1: Exemplos de imagens de microscopia confocal do ovario de Drosophila. Marcagdo para
o nucleo das células (cor azul, marcado DAPI) e para uma proteina Adducin (vermelho,
marcac¢do de membrana).

Recentemente, a literatura de processamento digital de imagens e visdo computacional tem
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demonstrado a crescente efetividade da aplicag¢do de algoritmos bio-inspirados para segmentacao
de imagens [13, 15, 22], bem como no método de Level Set.

Por outro lado, métodos em aprendizagem profunda, baseados em rede neural convoluci-
onal (Convolutional Neural Network - CNN) foram também utilizados para segmentacao de
imagens, obtendo resultados muito promissores [19]. Vale ressaltar que a area de aprendiza-
gem profunda vem ganhado espaco em inimeras aplicagdes em reconhecimento de padrdes [3],
jogos [9], veiculos autonomos [11], além de outras [14]. Porém, o treinamento de uma CNN
para segmentagao, em geral, necessita de grandes bancos de imagens contendo os dados origi-
nais e o padrao-ouro (imagem segmentada por especialista), que na maioria das vezes ndo estao
disponiveis.

H4 diversas maneiras de aumento de dados para imagens para o uso de CNN. Entre as que
mais se destacam estd a criacdo de imagens artificiais [18] por meio das imagens originais.
Por exemplo, a aplica¢do de zoom, rotacdo, flipe horizontal e vertical na imagem. Também ¢é
possivel usar a estratégia conhecida como transferéncia de aprendizado [8] que reutiliza uma
CNN treinada anteriormente sobre um grande conjunto de treinamento supervisionado obtido
de outro problema semelhante.

Porém, para ambos os casos € necessario que um especialista na drea tenha gerado o padrao
ouro (imagem corretamente segmentada e classificada), que na maioria das vezes nao estdao
disponiveis, uma vez que demandam muito tempo do especialistas e técnicas apuradas para
andlise manual de um conjunto geralmente grande de amostras.

Atualmente, ndo existem pipelines de segmentacido genérico que possam ser utilizados em
todos os tipos de aplicagdes. Mesmo em um ambito especifico, como segmentagdo de células,
poucos pipelines conseguem chegar automaticamente a um resultado ideal. Po outro lado,
ruidos e problemas de amostragem podem degradar os resultados obtidos através das técnicas
tradicionais de segmentacdo de imagem. Nesse sentido, hd a possibilidade de utilizar essa vasta
quantidade de pipelines para ajudar o especialista na geracao do padrao ouro por meio de uma
plataforma de segmenta¢do manual. Essa plataforma pode executar um pipeline escolhido que
se adéqua ao tipo de imagem utilizada. Assim, uma vez executado o pipeline automaticamente,
o especialista é capaz de manualmente resolver os problemas da segmentacdo, em um processo
que aproveita o resultado parcial dos algoritmos de processamento de imagens para diminuir o
trabalho final do especialista.

Assim, o objetivo principal deste trabalho € desenvolver um software que incorpore um fra-
mework semi-automdtico para a segmentacdo de imagens bioldgicas de microscopia de 6vulos
de Drosophilas. Com este aplicativo, poderemos gerar imagens anotadas (padrao-ouro) que
possam ser utilizadas para treinamento de Redes Neurais artificiais, tais como a U-net e V-net

[19, 12], que podem aprender a realizar a segmentacao completa e automatica das imagens.



2 Referencial 4

2 Referencial

Para a implementacdo da plataforma foi utilizado um moédulo padrao do Python para interface
grafica multiplataforma chamado TKinter [2]. Essa plataforma ird executar o pipeline desen-
volvido, explicado em 3, que utiliza dois algoritmos fundamentais: o algoritmo bio-inspirado
Firefly [23], que inicializa o algoritmo de segmentagdo final Level Set [4].

2.1 Firefly

O algoritmo do Firefly, proposto por Xin-She Yang em [23], € uma meta-heuristica inspirada
pelo comportamento dos vaga-lumes, que sdo atraidos um pelo outro de acordo com sua lumi-
nescéncia natural. No final, a convergéncia € alcancada gerando aglomerados de vaga-lumes,
onde os mais brilhantes atraem os outros vaga-lumes. Se um vaga-lume em particular € o mais
brilhante, ele se movera aleatoriamente.

A ideia geral ¢ modelar um problema de otimizac¢do nao linear associando a varidvel de
cada problema a um vaga-lume e fazer a avaliacdo objetiva dependendo dessas varidveis, que
estdo associadas as intensidades dos brilhos dos vaga-lumes. Entao, iterativamente, as varidveis
sdo atualizadas (seus brilhos) sob regras preestabelecidas até a convergéncia para um minimo
global. Genericamente, em cada geracao, sao realizadas as seguintes etapas: avaliar o brilho,
calcular todas as distincias entre cada par de vaga-lumes, mover cada um dos vaga-lumes em
dire¢do aos outros de acordo com o brilho, manter a melhor solucdo (o vaga-lume mais bri-
lhante) e gerar aleatoriamente novas solugdes.

O nucleo do algoritmo € sua fun¢do de avaliacdo Z, que depende do problema atual, es-
pecificamente o problema de limiarizacdo de varios niveis (MultiLevel Thresholding Problem -
MLOTP), cada vaga-lume € considerado uma varidvel d-dimensional, onde para cada dimensao

¢ computado um limiar distinto, particionando o espago do histograma.

2.2 Algoritmo Level Set

O conceito basico deste algoritmo € delimitar a fronteira de uma regido planar utilizando o

conjunto de pontos no nivel zero de uma funcio o : R2x RT — R dado pela seguinte expressio:

S(t)={(z,y) € R*| a(z,y,t) =0} (1)

Dada uma curva de nivel zero S () no instante ¢, consideram-se trés possiveis valores para
a fun¢@o. Quando o valor é menor que 0 o ponto (z,y) estd dentro da superficie .S, quando o

valor é maior que 0 o ponto (x, ) estd fora da superficie; e quando o valor for igual a 0 o0 ponto
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(x,y) pertence a curva S(t).

O préximo passo € encontrar a formulag@o euleriana da evoluc@o da frente S(¢), gerando
uma equacao diferencial parcial que descreve a evolugao da curva de nivel no tempo e no espago
[10].

3 Metodologia

O presente trabalho envolve as seguintes etapas: (a) Desenvolvimento de um pipeline especifico
para segmentacio de imagens de microscopia confocal de 6évulos de Drosophilas; (b) Desen-
volvimento de uma plataforma interativa para segmentacdo das imagens de interesse.

A etapa (a) estd fundamentada no algoritmo Firefly (Secdo 2.1), utilizando também técnicas
baseadas em métodos de contorno ativo, tais como Level Set (Secdo 2.2), para gerar um pipeline
que faca pre-segmentacdo automatica da imagem. Na etapa (b) sera utilizado um modelo de

interface que permita ao usudrio corrigir os erros de segmentacao da etapa anterior.

3.1 Desenvolvimento do Pipeline

O pipeline exibido na Figura 2 foi implementado em Python, sendo composto por 6 mddulos

principais, descritos em mais detalhes a seguir.

4] 6]
Imagem de — Algoritmos bio- — Construgdo da _ Histograma _ Level sets — Composigdo
entrada inspirados madscara local locais das regides

Fig. 2: Pipeline utilizado para pre-segmentagdo das imagens.

O primeiro bloco (bloco 1, Figura 2) converte a imagem original, mostrada na Figura 3.(a),
para tons-de-cinza. Pode-se observar o fraco contraste entre os objetos e o fundo da imagem, o
que dificulta o tratamento automatico destas imagens.

Na etapa correspondente ao bloco 2 da Figura 2, a imagem fornecida pela etapa 1 € pro-
cessada pelo algoritmo bio-inspirado Firefly (Secdo 2.1). A saida dessa imagem € mostrada na
Figura 3.(b).

No passo correspondente a construcao da méscara (bloco 3, Figura 2) a imagem de saida da
etapa 2 é composta por N > 1 regides de interesse. Se a drea de uma dessas regides for maior
que um limiar L > 0, L € N, entdo essa regido ¢ definida como sendo uma mdéscara bindria.
Sendo assim, a saida dessa etapa € o conjunto S = {mj, ma,...,my} de mdscaras bindrias.
Em seguida, € aplicado trés vezes a operacao de dilatacdo elemento estruturante 3x3 em todo

conjunto S gerado. Esta etapa esta representada na Figura 3.(c).
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Fig. 3: (a) Imagem original. (b) Firefly aplicado na imagem apds ajuste de contraste. (c)
Mascaras delimitando as regides obtidas. (d) Equaliza¢do do histograma aplicado lo-
calmente. (e) Resultado da aplicacdo do método de Level set 2.2. (f) Composicado e
coloracao das regides.

E selecionada a mascara com a maior area, a qual € utilizada para a aplicacd@o do histograma
local (Bloco 4, Figura 2), sobre a imagem original. A razio da aplicac¢ao da equalizacao local é
o fato de que, localmente, as regides inomogéneas sao reduzidas. A Figura 3.(d) é o resultado
da equalizagdo da Figura 3.(a) utilizando a mascara encontrada na Figura 3.(c).

Na etapa referente ao bloco 5 da Figura 2, para cada imagem de saida da etapa anterior é
utilizado o algoritmo Level Set (Secao 2.2) de forma a delimitar as regides locais, para obter um
resultado melhor na contagem de cé€lulas, como pode ser visto na Figura 3.(e).

Na ultima etapa (bloco 6, Figura 2), serd feito o agrupamento de cada imagem de saida da
etapa anterior em uma Unica imagem. Apds o agrupamento, a cada regido € atribuida uma cor
aleatoriamente, de maneira que possam ser distinguidas visualmente, como pode ser observado

na Figura 3.(f).

3.2 Desenvolvimento do Segmentation Interface

Foi feito o levantamento e analise de requisitos junto com bidlogos da universidade Federal do
Rio de Janeiro, para saber quais sao as necessidades para efetuar uma segmentacao adequada.
O objetivo principal deste trabalho é criar um ambiente computacional eficiente e facil-
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mente expansivel para o segmentacdo de imagens bioldgicas. O desenvolvimento do software
foi direcionado seguindo a ideia de utilizar bibliotecas de c6digo aberto, possibilitando um de-
senvolvimento rdpido e com baixo custo. Assim, optamos pela biblioteca opencv-python [1]
para processamento de imagem e TKinter [2] para a criacdo da interface.

Considerando o objetivo fundamental do sistema, podemos afirmar que o fluxo de da-
dos no Segmentation Interface 4 envolve basicamente leitura, processamento, visualizacdo e
modificacdo de imagens. As bibliotecas Python escolhidas para estas tarefas (TKinter, PIL e
opencv-python) possuem formatos de dados préprios. Assim, um ponto fundamental no de-
senvolvimento do sistema € a escolha de um formato padrio para representar as imagens. Foi
determinado o formato “matriz” da biblioteca NumPy, pois desta forma podemos utilizar a bi-
blioteca opencv-python para os recursos de processamento e , apds transformar a imagem para

o formato PIL, para mostrar a imagem na saida grafica da biblioteca TKinter.

4 Resultados

O pipeline de segmentacao descrito acima foi implementado em uma plataforma interativa (Fi-
gura 4) para que os bidlogos das equipes envolvidas possam determinar o padrdo ouro das

imagens que fardo parte do banco de dados utilizado para o treinamento da CNN.

# segmentation Interface - [} X

Arquivo +——— C
A “ *
Desfazer Refazer

Abrir

Salvar Caneta *— Borracha | 4—

Resetar

Sair

20 .
- n
Imagem Original | 4— Aplicar | a—

Fig. 4: Leiaute da interface grafica desenvolvida.
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Para fazer uma alteracdo na imagem segmentada pelo pipeline (imagem da esquerda da Fi-
gura 4) € necessario clicar com o mouse na drea que precisa ser corrigida e o contorno dessa
area serd destacado na imagem da direita (imagem original dos dado na entrada), possibilitando
ao usudrio com o uso das ferramentas de caneta (Figura 4.D) e borracha (Figura 4.D) modifi-
car ou remover o contorno e aplicar (Figura 4.J) na imagem segmentada, substituindo a area
selecionada anteriormente pela drea dentro do contorno modificado.

Para facilitar a selecdo para o especialista, foi implementado o scrool (Figura 4.H), que
permite determinar um limiar, no qual, todas as dreas menores que esse valor serdo consideradas
ruido e removidas da imagem segmentada. Para fornecer uma segmentagdo mais precisa, o
usuario pode aplicar zoom na imagem da direita, modificar o tamanho da caneta e borracha
com o scrool (Figura 4.F) e, com a ajuda do zoom aplicado, mover para a regido de interesse
da imagem usando o botdo "Mover”’(Figura 4.G). Caso ocorra algum erro na segmentacao, o
usudrio pode desfazer ou refazer uma alteracdo que foi feita pelo mesmo.

O salvamento da imagem segmentada serd efetuado na mesma pasta em que a imagem ori-
ginal foi aberta, sendo o nome padronizado com o nome da imagem original e finalizando com
”PO.png”, pois caso ocorra uma interrup¢ao no processo da segmentagdo manual e a imagem
tenha sido salva, quando a imagem original for re-aberta ndo serd necessario o uso do pipeline
de segmentacdo novamente. No entanto, caso haja necessidade, € possivel forcar clicando em
“Resetar”’(terceira op¢ao da Figura 4.A).

5 Conclusao

O pipeline desenvolvido obteve resultados satisfatorios até o momento, permitindo, com a
integracdo da plataforma grafica, a integracdo das imagens para que o especialista possa avaliar
os resultados.

O projeto estd em fase de coleta de informagdes por biologistas para a geracao de banco de
dados anotado desse tipo de imagem, que permitird o treinamento de sistemas de aprendizado
de miquina. O resultado especifico apresentado na Figura 4-lado esquerdo, indica que a meto-
dologia apresentada aqui conseguiu contrastar regides de interesse que ocorrem na imagem da
Figura 4-direita, mas que ndo poderiam ser visualizadas sem a metodologia proposta.

Agradecemos ao CNPq (Projeto 155130/2019-6), assim como a FEI (Fundagao Educacional
Inaciana), ao LNCC (Laboratério Nacional de Computagdo Cientifica) e a UFRJ (Universidade
Federal do Rio de Janeiro), pelo suporte deste trabalho.
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