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Resumo

Este trabalho tem como finalidade a obtengéo do seguimento celular, sendo
importante para os profissionais da &rea da microbiologia, visto que auxilia na contagem
de células e na evolucdo e crescimento das mesmas de modo a diminuir os erros de

contagem e seguimento manual das células.

Neste projeto aborda-se o crescimento celular de células Escherichia coli
(E.coli), a segmentacdo de células e o seguimento celular. Primeiramente analisou-se o
software schnitzcells que € um programa de seguimento de células e deste modo
procedeu-se a um estudo na tentativa de obter melhores resultados. Desta forma, através
de modificacbes no processo de segmentacdo obtiveram-se melhores resultados do que
no programa schnitzcells. De seguida, aplicou-se o método de sobreposicao de imagens
aos pares de modo que os centrdides das células na imagem seguinte estivessem
sobrepostos com os centrdides das células na imagem anterior e assim proceder-se ao
seguimento celular. No seguimento celular verificou-se os centrdides dos objetos na
imagem seguinte encontravam-se no interior de uma célula na imagem anterior e
também calculou-se a distancia minima entre objetos, uma vez que existiam células nao

sobrepostas e deste modo obteve-se o seguimento celular.

Assim, constata-se melhores resultados na metodologia implementada,
visto que o processo realiza-se de forma automatica enquanto no software schnitzcells
necessita de correces manuais a nivel da segmentacdo e do seguimento celular para

obterem-se resultados corretos.

Palavras-chave: Células E.Coli, Segmentacdo de Células, Seguimento Celular, Software

Schnitzcells.
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Abstract

This work aims to obtain the cell tracking, being important to the professionals
in the area of microbiology, as it aids in the counting of cells and in the evolution and
growth of them in order to decrease the errors of counting and manual tracking of cells.

On this thesis it is described Escherichia Coli (E.coli) cellular growth, cellular
segmentation and its tracking. At first it was conducted an analysis of the software
schnitzcells, which is a program that tracks cells so that a study in an attempt to
achieved better results could be executed. In this way, through some modifications in
the process of segmentation, better results were indeed achieved than the ones presented
in the program schnitzcells. Afterwards, the method of overlapping images was applied
in pairs so that the centroids of the cells in the next image were overlapping with the
centroids in the previous image in order to ensue to the tracking of the cells. In the
process of tracking the cells, it was verified whether the centroids of the objects in the

next image were inside a cell in the previous image.

Thus, it was calculated the minimum distance between objects and it was
obtained the segmentation of each cell. In short, better results are obtained in the
implemented methodology, since the process is performed automatically while with the
software schnitzcells manual corrections are required in the segmentation and in the

cellular tracking in order to obtain correct results.

Keywords: E.coli Cells, Cells Segmentation, Cellular Tracking, Schnitzcells Software.
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Capitulol.Introducéo

Ao longo de varios anos, realizaram-se diversos trabalhos no campo da
microscopia em que utilizaram-se um conjunto de procedimentos de analise em imagens
microscopicas. A quantificacdo das células e a evolugdo celular das imagens em estudo
normalmente é um procedimento lento, podendo apresentar uma percentagem de erro

significativa devido principalmente as inimeras observacoes a serem efetuadas.

O crescimento celular é definido como o aumento coordenado de todos o0s
constituintes celulares. O crescimento microbiano é normalmente associado ao
crescimento de uma populacdo de células de um dado microrganismo, ou seja, com 0
aumento do numero de células. A maior parte das células multiplicam-se pelo processo
de fissdo binaria, em resultado em que uma célula ao fim de um certo tempo originara

duas células.[y

O processo de segmentacdo de imagens tem como objetivo simplificar e/ou
mudar a representacdo de uma imagem para facilitar a sua andlise e é tipicamente
utilizada para localizar objetos e formas (linhas, curvas) em imagens. A segmentagéo
consiste na realidade em dividir a imagem em diferentes regibes que posteriormente

serdo analisadas por algoritmos especializados em retirar informacéo das imagens.[2]

O seguimento celular consiste em conhecer a origem das células desde das
primeiras células que constituem uma colénia de células, detetando as divisdes celulares
e identificando as células mée e as células filha, sendo que o objetivo do seguimento de

celulas é em criar uma trajetoria da célula ao longo do tempo.

Deste modo, este trabalho tem como finalidade a obtencdo de melhores
resultados do que softwares de seguimento existentes através da melhoria do software
schnitzcells tanto a nivel da segmentacdo como a nivel do seguimento celular. Desta
forma, produziu-se um programa em formato automatico que faz a contagem do nimero

de células e demonstra o seguimento celular numa coldnia de células.



Assim, o desenvolvimento de programas de processamento de imagem que
permitam a criacdo de processos de contagem de células e o histérico da evolugdo
celular de forma automaética em imagens microscopicas em estudo torna-se uma mais-
valia para os colaboradores de laboratorio, uma vez que o processo para obtencdo de

resultados reduz-se e diminui a percentagens de erros que ocorriam manualmente.

Estrutura do relatério

Este relatorio encontra-se dividido em seis capitulos, sendo que no capitulo 1

descreve-se uma introducéo ao trabalho desenvolvido.

O capitulo 2 corresponde a fundamentacdo tedrica, ou seja, € uma parte

introdutéria do tema da tese.

O capitulo 3 diz respeito a revisdo bibliografica, onde encontram-se descritos

diversos softwares e trabalhos de seguimento celular.

No capitulo 4 descreve-se 0os métodos, as operacBes aplicadas e explica-se a

metodologia implementada no trabalho.

O capitulo 5 corresponde a analise de resultados, comparando-se 0 método

desenvolvido com o software Schnitzcells e com o software TLM-Tracker.

O capitulo 6 diz respeito a conclusdo do método desenvolvido.



Capitulo 2. Fundamentacao Teorica

2.1 Definigdo de Célula

A menor unidade estrutural basica e funcional dos seres vivos denomina-se de
célula, sendo que os organismos sdo formados a partir destas unidades, pois o0 corpo

humano na sua constituicdo possui cerca de 100 trilides de células.[31i4]

2.1.1 Estrutura celular

Existem dois tipos de células: as células procaridticas e as células eucaridticas.
Na sua constituicdo as células procaridticas possuem simplesmente uma Gnica célula
(seres unicelulares), uma vez que foram as primeiras células a surgirem na Terra. As
células procario6ticas apresentam uma estrutura mais simplificada do que as células
eucarioticas, pois ndo possuem organelos nem nucleo apenas apresentam uma area
nuclear denominada de nucleoide. O material genético (DNA) encontra-se difuso no
citoplasma devido & auséncia de delimitacdo de um invélucro (membrana nuclear), ou

seja, ndo existe um nucleo organizado como verifica-se na Figura 1.[4]s][e]
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Figura 1. llustragdo e fotografia de uma bactéria Escherichia Coli a partir de visualizagdo em
microscopio.[e]



As células procaridticas existem em todos os tipos de ambiente (agua, ar, solo) e

apresentam diversas formas de vida como:

e Bactérias - algumas sdo decompositoras de cadaveres de animais e de plantas,

tendo grande importancia nas cadeias alimentares. 3]

e Simbiontes — vivem em harmonia com individuos de outras espécies, como por

exemplo as bactérias do nosso intestino.s

e Bactérias parasitas — que causam doencas nas plantas, nos animais e no Homem.

A tuberculose, a pneumonia, o tétano, a lepra, a meningite e sifilis sdo alguns

exemplos de doencas causadas por bactérias na espécie humana.s]

Em relagdo as células eucariontes possuem uma estrutura mais complexa do que

as células procariontes, uma vez que possuem membrana nuclear individualizada,

nucleo organizado e diversos tipos de organelos, como visualiza-se na Figura 2. A

maioria dos seres vivos tem na sua constituicdo células eucaridticas como 0s

protozoarios, algas, fungos, vegetais e animais.[4]s]s]
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Figura 2. llustragdo e fotografia de um protozoério a partir da visualizagéo em

microscopio.[e]
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2.1.2 Escherichia Coli

A célula Escherichia coli é uma célula procariética bastante utilizada para
estudos de evolucdo celular, uma vez que apresenta uma estrutura simplificada e
multiplica-se com elevada rapidez. Possui uma membrana plasmatica semelhante a das
células eucaridticas e apresenta-se em forma de bastonete. A célula E.coli (Figura 3)
constitui um grupo de bactérias Gram-negativas, anaerdbicas facultativas que pertencem a
familia das Enterobacteriaceae. O habitat natural é o organismo de animais endotérmicos (seres

humanos e animais) localizando-se no lumen intestinal.[7][g]

Figura 3. Células Escherichia coli.[o]

2.1.3 Reproducéo e crescimento celular

A maioria das células sdo frequentemente reproduzidas e substituidas durante a
vida de um individuo. Em microbiologia o crescimento celular refere-se ao aumento do
namero de células, ou seja, € um conjunto de processos metabdlicos que conduz a

divisdo de uma célula originando duas células filha.

Deste modo, a reproducdo celular consiste no processo de divisao celular em que

as células dividem-se para formar novas células obtendo-se duas células semelhantes.



As células procaridticas, nomeadamente as células E.coli dividem-se por o método de
fissdo binaria, aumentando o tamanho original para o dobro. Em que o DNA das células
estd contido num unico cromossoma e deste modo o processo comeca com a replicacédo
do mesmo. De seguida, ocorre a ligagdo do novo cromossoma a membrana do plasma e
os dois cromossomas migram para as extremidades opostas da célula. A membrana de
plasma no meio cresce para o interior da célula até ao ponto em que fecha-se para a

separacdo em dois compartimentos, em que cada um contém um conjunto completo de
material genético.

Assim, a célula sofre fissdo no centro, formando duas novas célula filhas como
verifica-se na Figura 4.[1]

DNA
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Uma geragao

Finalizagao do
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Separagao
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Figura 4. Crescimento celular através do método fissao bindria [1]



2.2 Segmentacédo de imagens

A segmentacdo de imagens consiste num dos processos mais
complexos num sistema de processamento de imagens, uma vez que esta
area consiste na extracdo ou identificagdo de objetos e regides contidos na
iImagem, como visualiza-se na Figura 5. Tem como finalidade a divisdo de
uma imagem em objetos ou regides que a constituem de maneira a que 0S
pixéis de cada regido possuam um conjunto idéntico de propriedades ou
atributos, ou seja, o processo de segmentacdo deve ser finalizado quando o
objeto de interesse se encontrar isolado. Estes atributos podem incluir
propriedades de textura, niveis de contraste, valores espectrais, cor, area,
forma que podem ser retirados dos objetos e utlizados no processo de
analise de imagem. Deste modo, a imagem segmentada resultard num
conjunto de regides que encontram-se ligadas mas ndo sobrepostas de

maneira a que cada pixel na imagem pertenca apenas a uma regido.

Os algoritmos de segmentacdo normalmente baseiam-se em duas

propriedades basicas de niveis de intensidade:

e Descontinuidade — A divisdo da imagem pode ser feita com base nas alteracfes

bruscas da intensidade da imagem nos niveis de cinzento, tais como 0s
contornos dos objetos.

o Similaridade — A segmentacdo de imagem é efetuada com base no pardmetro de
similaridade entre pixels, seguindo um determinado critério como por exemplo:

a binarizacéo, crescimento de regides, divisao e juncédo de regides. [2][10][11]

a) b)

Figura 5. a) Regides resultantes da segmentacdo de imagens. b) Fronteiras ou contornos obtidos pelo
processo de segmentacéo. [10]



2.3 Seguimento celular

O estudo do comportamento celular encontra-se diversas vezes
interligado com a avaliacdo de varias caracteristicas bioldgicas. A érea de
processamento de imagem esta relacionada com o seguimento temporal e
automatico de determinadas amostras celulares e deste modo desenvolvem-
se algoritmos de seguimento automatico em imagens microscopicas de

maneira a facilitar o trabalho de laborat6rio, como se observa na Figura 6.

O seguimento celular tem como objetivo a criagdo de uma trajetdria
das células que constituem uma imagem ao longo do tempo. A forma mais
facil de obter o seguimento é associar cada célula previamente detetada a
célula mais proxima na imagem seguinte, considerando por exemplo a

posicdo dos centrdides de cada célula.r12113]

f \ ! E \ ::: ..:.: X ; -
Py | :’h’ Lu’j . S

c) d)

Figura 6. c) Grafico de seguimento celular obtido através do software TLM-tracker. d) Seguimento
celular resultante do software CellTracer.[14][15]



Capitulo 3. Reviséo Bibliografica

Trabalhos que estudam o seguimento de células

Existem diversos trabalhos que estudam e criam métodos para o seguimento celular

de colénia de células nomeadamente:

e “High-throughput gene expression analysis at the level of single proteins using a

microfluidic turbidostat and automated cell tracking.”’[16]

e “Tracking single-cell gene regulation in dynamically controlled environments

using an integrated microfluidic and computational setup.” [17]
e “Tracking Single-Cells in Overcrowded Bacterial Colonies.”[18]

e “Bacterial Acrobatics on a Surface: Swirling Packs, Collisions, and Reversals

during Swarming.”[19]

e “Image Segmentation and Dynamic Lineage Analysis in Single-Cell

Fluorescence Microscopy.’’[20]

e “Automated tracking of migrating cells in phase-contrast video microscopy

sequences using image registration.”[21]

3.1 Softwares de segmentacédo e de seguimento

De seguida, sdo apresentadas algumas aplicacdes mais usadas para o seguimento
celular.

3.1.1 CellTracer
CellTracer consiste num software que se baseia nas ferramentas de
processamento de imagem facultadas pelo MATLAB e possibilita a utilizacdo de
alguns procedimentos semiautomaticos ou manuais de corre¢cdo de alguns
problemas resultantes do processo automatico. CellTracer é uma aplicacdo que
permite a utilizacdo de algumas ferramentas automaticas de segmentacdo e
9
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reconstrucdo temporal. A aplicacdo pode ser testada em varios tipos de células
nomeadamente E.coli, humanas e leveduras. O processo de seguimento automatico
e segmentacdo € dividido em diferentes etapas, passando por uma extracdo da
regido de fundo da imagem e de seguida por um processamento das regides dos
contornos existentes. O software encontra-se disponivel gratuitamente e também

disponibiliza manual de utilizagdo.[15]

3.1.2 CellTracker

O software CellTracker, apresenta-se como um sistema para 0 seguimento
nuclear e citoplasmatico através dos picos de intensidade fluorescente e foi
desenvolvido para a avaliacdo de processos em células eucariontes. A aplicacédo
utiliza os canais de detecdo de objetos, em que as proprias células podem ser
detetadas com base em intensidades de imagem, exemplo via thresholding. O
CellTracker encontra-se disponivel gratuitamente e também disponibiliza um

manual de utilizacdo do software.[22]

3.1.3 CellTrack

O programa CellTrack foi divulgado no ano de 2008 e 0 mesmo consiste num
sistema desenvolvido em Open-Source (C++) que utiliza uma combinagdo de
métodos e permite a analise automatica de seguimento celular. Possui um sistema
de seguimento dos varios segmentos a partir dos contornos correspondentes. Este
software fornece uma imagem geral de processamento e fungdes de melhoria, tais
como alisamento e subtracdo de fundo. Para cada um destes métodos, o utilizador
pode alterar os parametros padrdo de diferentes aplicacdes de seguimento celular. O
CellTrack também mede a velocidade e a area das celulas tendo em conta a

deformacdo celular.[23]



3.1.4 MicrobeTracker

MicrobeTracker ¢ um programa desenvolvido de forma automatica para a
analise de imagens em organismos pequenos. Esta aplicacdo é de facil acesso e
encontra-se disponivel para qualquer utilizador. MicrobeTracker utiliza uma
interface gréfica elaborada no programa MATLAB permitindo uma analise
detalhada das células. O software permite a identificacdo de células a partir do
algoritmo SpotFinder, determina quando as células foram divididas e pode ser
utilizado para rastrear a linhagem (familia) de células através das divisdes

celulares.[24]

3.1.5 TLM-tracker
O software TLM-tracker permite a identificacdo de células individuais e o
seguimento celular através de sequéncias temporais de imagens de células Bacillus
megaterium. O algoritmo é constituido por quatro etapas: pré processamento,
segmentacdo, seguimento e exportacdo de dados, ou seja, visualizacdo da arvore de
linhagem das células. O software também disponibiliza diversos algoritmos para o

processo de segmentacdo de imagens.[14]

3.1.6 CellAging

O programa CellAging foi desenvolvido para a segmentacdo e rastreamento
celular em estirpes (linhagem) de células E.coli com o intuito de estudar a
segregacdo e separacao gque ocorre num processo de divisdo celular. O programa é
executado através de uma interface grafica do utilizador. Esta ferramenta permite o
estudo e o calculo de caracteristicas relacionadas com o envelhecimento celular.
Também apresenta a possibilidade do estudo in vivo da dindmica de distribuicéo

espacial na divisdo de qualquer elemento intracelular fluorescente marcado.[2s]

11
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3.1.7 BactlmAS

A aplicacdo BactImAS é descrita como uma multiplataforma desenvolvida em
open-source e complementada com o software baseado em Java. O software tem
como objetivo a extracdo e visualizacdo da quantidade de dados resultantes dos
filmes microscopicos de lapso de tempo das bactérias. O BactimAS contém alguns
procedimentos e ferramentas semiautomaticos, uma vez que o utilizador tem a
possibilidade de definir as células iniciais e corrigir manualmente o processo de
segmentacdo através do programa Image J. O software disponivel para a analise de
sequéncias de imagens de microscopia de lapso de tempo somente funciona para
determinadas bactérias e sob condicGes limitadas. Esta aplicacdo € projetada para a
segmentacdo e seguimento de células, assim como para armazenamento, analise e

visualizacdo dos dados adquiridos a partir das imagens microscopicas.[26]

3.1.8 Schnitzcells

O software schnitzcells encontra-se desenvolvido em linguagem Matlab,
fornecendo uma interface de facil acesso, uma vez que fornece duas possibilidades
de utilizacdo do programa. O algoritmo foi criado para executar a segmentacédo e
seguimento de imagens celulares, nomeadamente de células E.Coli e Bacillus
subtilis. Para além dos processos automaticos de segmentacdo e seguimento celular
contém um sistema que permite editar as informacGes das imagens resultantes, de
modo a corrigir determinados erros ocorridos, como por exemplo divisdo celular
ndo simétrica. A informacdo obtida pela execucdo do programa é guardada numa
Unica estrutura, que pode ser posteriormente utlizada para uma simples

visualizacdo, como para procedimentos de avaliacdo adicionais.[27]



3.1.9 ‘miSimBa - Simulador de imagens microscépicas de células bacterianas

O ‘miSimBa ° consiste num simulador de imagens artificiais de células
Escherichia. Coli. Esta aplicacdo reproduz a organizacdo espacial e temporal das
células bacterianas atraves de modelos realistas de morfologia celular (forma,
tamanho e arranjo espacial), o crescimento e divisdo celular, a motilidade celular e
algumas func@es internas e estruturas intracelulares, ou seja, o nucledide celular. O
simulador incorpora parametros de aquisi¢do de imagens que simulam a iluminacéo
e as principais fontes de ruido. O ‘miSimBa’ ¢ uma ferramenta que baseia-se nas
capacidades de programacdo orientada a objetos no programa MATLAB. A
aplicacdo permite a simulacdo de um numero quase ilimitado de imagens a serem
processadas, enquanto num laboratdrio real ndo seria possivel devido aos custos

financeiros e ao tempo limitado.[2s]

3.10 Oufti

O programa outfit permite a detecdo de divisbes celulares e obtencdo do
seguimento celular em microrganismos e possibilita a analise de grandes conjuntos
de dados. Possui mddulos interativos para a segmentacdo e permite analises pos-
processamento. O algoritmo permite a detecdo e caracterizacdo de objetos de
difracdo e a caracterizacdo quantitativa de nucledide. Fornece ferramentas para a
analise de dados, para analise do ciclo celular e construcao do filme. A interface do
programa € acessivel para qualquer tipo de utilizador, independentemente das suas

habilidades computacionais.[29]

3.11 Molyso
O software molyso resulta da combinacdo da tecnologia microfluidica de
laboratério em chip com imagens de células vivas que possibilita a observacdo de
células isoladas em seu contexto espaco/temporal. Molyso define-se como um
software “maquina mae” que permite a andlise do seguimento temporal e
automatico de diversas imagens celulares. Este software contém diversas etapas
nomeadamente: registo de imagem, correcdo da orientacdo, detecdo de células,
seguimento celular e visualizagao de resultados.[3o]
13
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Capitulo 4. Metodologia implementada

Neste capitulo descrevem-se os procedimentos desenvolvidos para a melhoria do
software schnitzcells, uma vez que utilizou-se este software para a criacdo da
metodologia que serd apresentada de seguida.

Deste modo, a metodologia implementada encontra-se dividida em cinco etapas:
Pré-processamento;
Segmentacdo de imagens;
Pré-processamento para o seguimento celular;
Seguimento celular;

Visualizacdo dos resultados do seguimento celular (grafico em arvore).

4.1 Pré-processamento

As imagens originais fornecidas pelo software schnitzcells mostravam
qualidade reduzida, visto que apresentavam ruido, sendo a nitidez das
imagens também reduzida, pois as mesmas encontravam-se escuras, como
visualiza-se na Figura 7. Deste modo, tornou-se necessario a aplicacdo do
filtro mediana para diminuir o ruido presente nas imagens de forma a

melhorar a qualidade das mesmas.

Figura 7. Imagem original com a aplicacdo da funcéo imadjust.
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4.2 Segmentacdo de imagens

Apbs a melhoria da qualidade das imagens procedeu-se ao método da
segmentacdo que consiste na divisdo da imagem em partes que sejam semelhantes
entre si, ou seja, 0s pixels devem-se agrupar de acordo com caracteristicas
similares como a intensidade, a forma, a textura entre outras. Neste caso, as
imagens separaram-se em duas partes diferentes, ficando o fundo com a cor preta
e 0s objetos (células) com a cor branca. Deste modo, aplicou-se o filtro
denominado de laplaciano do gaussiano (LOG) que para além de mostrar os
contornos das imagens ainda possibilita a eliminacdo de ruido que permaneceu
apos a utilizacdo do filtro mediana. De seguida, utilizaram-se operagdes
morfoloégicas com o intuito de melhorar os resultados obtidos no processo de
segmentacdo. Primeiramente aplicou-se a operagdo morfolégica denominada de
dilatacdo que tem como funcdo garantir que as extremidades das células
continuam incluidas nas células, visto que a forma dos objetos é recuperada por
esta operacdo. Seguidamente utilizou-se a abertura que consiste numa operagéao
morfoldgica que tende a abrir pequenos espacos entre objetos proximos e suaviza
0 contorno na imagem. A operacdo de dilatacdo foi aplicada novamente, mas
somente para células que possuam numero minimo de pixels inferiores a
trezentos, pois este parametro implementou-se através de estudos feitos nas
células E.coli e Bacillus subtilis. Seguidamente, determinou-se a distancia ao
centro das imagens de modo a manter o conjunto de células o mais préximo do
centro de cada imagem. De modo, a melhorar ainda mais a segmentacéo utilizou-
se novamente o filtro log, mas aplicou-se um limite para mais facilmente
encontrar as células nas imagens. Implementou-se a funcéo imfill para preencher
0S espacos que permaneceram nas células apos a aplicacdo do filtro log. De modo,
a identificar cada célula presente nas imagens procedeu-se a aplicacdo do
comando regionprops e obtiveram-se diversos parametros nomeadamente a area,
o0 centrdide, 0 comprimento do eixo maior e a area convexa. Analisaram-se estas
caracteristicas com o intuito de considerar os objetos que ndo sdo considerados

células sejam eliminados das imagens. Fizeram-se diversos testes para quebrar



grandes células, eliminar angulos afiados ao longo das células e eliminar células
pequenas.

Assim, a etapa da segmentacdo encontra-se finalizada obtendo-se as

imagens com as regides isoladas (células), uniformes e homogéneas, como verifica-

se na Figura 8.

Figura 8. a) Imagem original. b) Imagem resultante da segmentacéo.

4.3 Pré-processamento para o seguimento celular

Nesta etapa implementaram-se procedimentos que preparam as imagens
para a proxima fase denominada de seguimento celular e nesta etapa compararam-
se as imagens aos pares, movendo-se 0s centroides dos objetos que constituem a
imagem seguinte para os centréides dos objetos que constituem a imagem anterior
de modo a obter-se um seguimento correto das células.

Inicialmente aplicaram-se operacdes morfoldgicas designadas de erosédo e
dilatacdo, de modo a acelerar o processo de divisdo celular, uma vez que através da
erosao reduziu-se o tamanho das células e a através da dilatagdo recuperou-se a
forma das mesmas. Como existiam células que encontravam-se em processo de
diviséo, ou seja, unidas simplesmente por um pixel com este conjunto de operagoes

dividiram-se mais rapidamente, como observa-se na Figura 9.
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Figura 9.c) Imagem resultante da segmentagdo. d) Imagem obtida através das opera¢des morfoldgicas.

Como detetou-se que o comando regionprops e a funcdo bwconncomp
apresentavam resultados diferentes na identificagdo dos objetos, recorreu-se a um ciclo
for para que os numeros de objetos obtidos nos dois comandos fossem iguais. De
seguida, retirou-se as coordenadas dos centréides dos objetos na primeira imagem e
numerou-se as células de acordo com a ordem de contagem de objetos do comando
bwconncomp. A primeira imagem tem como funcdo a iniciacdo e controlo do
seguimento celular como visualiza-se na Figura 10, visto que as restantes imagens séo
orientadas por esta, uma vez gque o centro da primeira imagem iguala-se ao centro das

imagens seguintes.

Figura 10. Primeira imagem com as células identificadas (controlo do seguimento celular).
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Seguidamente representa-se a relacdo inicial entre as imagens consecutivas com
0 objetivo de perceber se os centros das imagens sdo coincidentes de modo a proceder-
se ao seguimento das células. No entanto, os centros das imagens diferem
significativamente, uma vez que comparou-se a imagem anterior com a imagem
seguinte através da funcdo imoverlay que possibilita a visualizacdo dos contornos das
duas imagens em simultdneo. Como exemplos dos centros entre duas imagens em
sequéncia apresentarem-se diferentes, na primeira iteracdo que consiste na comparagéo
do centro da primeira imagem com o centro da segunda imagem (Figura 11 e)) e na
oitava iteracdo comparou-se 0s centros entre a oitava imagem e a nona imagem (Figura

11 f)) e verificou-se que 0s mesmos ndo séo coincidentes.

f)

Figura 11. e) Exemplo da 1%iteracdo que representa a primeira imagem, a segunda imagem e a sobreposicgao
dos centros desalinhados através da funcdo imoverlay, respetivamente. f) Exemplo da 82 iteragdo que representa
a oitava imagem, a nona imagem e a sobreposi¢do dos centros desalinhados através da fungdo imoverlay,
respetivamente.

De modo que os centros das imagens coincidissem criou-se um vetor de
translagdo que tem como funcdo a obtencdo de coordenadas dos centros de duas
imagens consecutivas de modo a deslocar-se os centros das células da imagem seguinte

para 0s centros das células da imagem anterior.
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Primeiramente aplicou-se a funcdo bwlabel que determina o numero de
objetos presentes numa imagem binaria. Para obter-se as coordenadas dos centros criou-
se um vetor que armazena os Vvalores encontrados na pesquisa das imagens de valores
inferiores ou iguais ao numero de células presentes nas imagens e valores superiores ou
iguais ao valor um que representa as células a branco, uma vez que no inicio do
processo 0s objetos com a cor branca foram colocados com o index de valor igual a um
de forma a facilitar a obtencdo das coordenadas dos centros das imagens. Testou-se
também nas imagens se 0s valores eram superiores a um, visto que na primeira imagem
os indexes das células ndo foram alterados e por isso as células estdo identificadas com
indexes de acordo com a numeragdo da funcdo bwconncomp, ou seja, 0 conjunto de
células da primeira imagem apresenta as células numeradas desde do valor um até seis.
Desta forma, calculou-se a soma entre 0 maximo linha e 0 minimo linha e a soma entre
0 maximo coluna e o0 minimo coluna e dividiu-se as somas por o nimero dois, obtendo-
se a coordenada linha e a coordenada coluna das duas imagens em sequéncia,
respetivamente. Para deslocar os centros das células da imagem seguinte para os centros
das células na imagem anterior criou-se um vetor de translacdo que consiste na
subtracdo das coordenadas linha e coluna da imagem anterior com a imagem seguinte.
De seguida, corrigiu-se as coordenadas dos centréides na imagem seguinte em que as
coordenadas dos centroides obtidas pela fungdo regionprops armazenaram-se num vetor
com duas colunas. Primeiramente alterou-se a primeira coluna através da soma da
mesma com o vetor translacdo coluna e corrigiu-se a segunda coluna através da soma da
segunda coluna do vetor com o vetor translacdo linha, ou seja, na primeira iteracdo
deslocou-se os centroides dos objetos da segunda imagem para 0s centros dos objetos da
primeira imagem resultando em centros com as células sobrepostas. Com o intuito de
perceber-se a deslocacdo de centros recorreu-se a funcdo imoverlay para visualizar 0s
contornos das imagens em simultaneo e verificar-se a coincidéncia dos centros.

Deste modo, criou-se uma imagem com o tamanho da imagem seguinte e constituida
por duas colunas, percorreu-se as células da imagem e obteve-se os pixeis de todas as
células e realizou-se a operagdo de soma entre a primeira coluna das coordenadas de
pixéis com o vetor translacdo coluna e a soma da segunda coluna das coordenadas de

pixeis e o vetor translagdo linha.
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E de seguida coloca-se as novas coordenadas na imagem criada no inicio e desta forma
aplica-se a funcdo imoverlay e desta forma verifica-se a concordancia entre centros

como observa-se na Figura 12.

9)

h)

Figura 12.g) Primeira imagem, segunda imagem e sobreposicédo dos centros alinhados, respectivamente,
deslocacéo do centro da segunda imagem para o centro da primeira imagem através do vetor de translagdo. h)
Oitava imagem, nona imagem e sobreposi¢do dos centros alinhados através do vetor de translagéo,
respectivamente, deslocagdo do centro da nona imagem para o centro da oitava imagem.

4.4 Seguimento celular

Apos a deslocacdo dos centréides das células procedeu-se ao seguimento celular
e esta etapa consiste na compreensdo da origem de cada célula desde a primeira
imagem até a ultima, identificando as divisdes que as mesmas sofrem ao longo do
seu crescimento e por fim obteve-se um histérico da evolucéo celular.

Primeiramente, verificou-se se o centrdide dos objectos da imagem seguinte
encontrava-se no interior de uma célula da imagem anterior. Deste modo, numa
sequéncia de duas imagens percorreram-se as células da imagem seguinte e da
imagem anterior e armazenaram-se as coordenadas dos pixeis das células da
imagem anterior. Procedeu-se a um teste em que verificou-se se a primeira coluna
das coordenadas dos centrdides de todos 0s objetos na imagem seguinte continha

valores iguais a primeira coluna das coordenadas dos pixeis de todas as células na
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imagem anterior. Averiguou-se também se a segunda coluna das coordenadas dos
centroides de todas as células na imagem seguinte incluia valores iguais & segunda
coluna das coordenadas dos pixeis de todas as células na imagem anterior. No caso
em que as células na imagem anterior e na imagem seguinte possuissem as mesmas
coordenadas atribuiu-se o numero da célula correspondente na imagem anterior.
Como verificou-se que existiam objetos na imagem seguinte em que o centréide
ndo se encontrava no interior das células da imagem anterior tornou-se necessario
calcular a distancia entre os obejtos, uma vez que em algumas imagens existem

celulas que nao estdo sobrepostas, como mostram as Figuras 13 e 14.

Figura 13.Sobreposicao entre as imagens 6 e 5. Figura 14.Sobreposicdo das imagens 8 e 7.

Desta forma testou-se se existiam células que ndo estavam a ser seguidas, ou
seja, verificou-se se a terceira coluna da imagem seguinte encontrava-se a zero e
guardou-se a informacdo, sendo que a terceira coluna corresponde a identificacdo das
células no seguimento. Percorreu-se 0s objetos da imagem seguinte em que o centrdide
das células ndo se encontravam no interior das células da imagem anterior, ou seja, a
terceira coluna que continha zeros. Também obteve-se as coordenadas dos pixeis das
células da imagem anterior para utilizar a funcdo euclidean distance para calcular a
distdncia entre obejtos, ou seja, a distancia entre as células que encontravam-se na
terceira coluna com o valor zero e as células da imagem anterior. Deste modo, calculou-
se a distancia minima entre as células para atribuir-se o nimero da célula mais proxima
ao seguimento.

22



No entanto, ao executar o programa constatou-se que o seguimento ndo estava

correto para todas as imagens, como verifica-se na Figura 15.

Figura 15. Visualizagdo de uma sequéncia de imagens (imagem 1 até a imagem 8) em que ocorre um
erro no seguimento.

Deste modo, tornou-se necessario alterar o vetor translacdo para todas as
imagens, visto que como as células encontravam-se em constante crescimento
modificam as posi¢Oes das células de uma imagem para outra. Por isso, adaptou-se o
vetor de translacdo para cada imagem para seguidamente corrigir-se 0s centroides de
todas as células nas imagens de maneira a que o seguimento celular apresenta-se
resultados corretos. Como observa-se na Figura 15 em que ocorreu um erro de
seguimento, uma vez que na imagem 7 a célula seis aparece com uma numeracao
diferente na imagem 8, pois a mesma surge com 0 ndmero quatro 0 gque aconteceu
devido a deslocacéo ligeira das células representadas com o numero quatro na imagem

oito.
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Por isso, detetou-se 0 primeiro erro no seguimento na sequéncia da imagem sete
para a imagem oito, onde as imagens sofrem modificacGes nas posi¢bes das células.
Desta forma, desenvolveu-se um teste para imagens que fossem constituidas por mais
de dez objetos em que os resultados do vetor coluna ou do vetor linha (resultante da
subtracdo das coordenadas dos centros da imagem anterior com a imagem seguinte)
tivessem valor superior ao nimero dez, o vetor translacdo sofre uma alteracdo de
reducao de 95% o que significa que as celulas na imagem diminuiram em 95% (imagens
9, 10 e 11). Caso contrario o vetor de deslocacdo multiplica-se pelo valor de 1.3
(imagens 8 e 12) e desta forma o erro no seguimento ficou corrigido, como demonstra-

se na Figura 16.

Figura 16. Visualizagdo de uma sequéncia de imagens (imagem 1 até & imagem 8) com o erro de
seguimento corrigido.

De seguida, alterou-se novamente o vetor translacdo para a sequéncia de
imagens seguinte, ou seja, a partir da imagem 12, visto que as imagens posteriores
apresentavam caracteristicas diferentes e deste modo desenvolveu-se duas analises
nomeadamente a expansdo da imagem em largura e a expansdo da imagem em altura,

pois com o desenvolvimento das células as imagens sofreram alteracdes.
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Para a analise em largura recorreu-se a uma primeira operacao de subtracdo entre
0 méximo linha e o minimo linha da imagem seguinte, a segunda subtracdo entre o
méaximo linha e o0 minimo linha da imagem anterior e por fim subtraiu-se a primeira
operacdo com a segunda. Este teste da largura tornou-se possivel através dos resultados
do teste feito para obter as coordenadas dos centros, ou seja, 0s valores armazenados no
vetor quando nas imagens encontravam-se valores superiores ou iguais ao valor um que
sdo relativos aos indexes dos objetos brancos e quando na imagem encontram-se valores
inferiores ou iguais ao nimero de objetos obtidos através da funcdo bwlabel. Deste
modo, quando a subtracdo entre as duas operacOes de subtracdo apresentava resultado
superior a0 numero dez a imagem aumentou em largura, mas caso o resultado da
operacdo exibe-se valor inferior ao valor dez, entdo a imagem ndo sofreu alteragdes na
largura. Em relagdo a analise em altura assemelha-se com a anélise em largura, pois a
primeira operacdo de subtracdo ocorreu entre 0 maximo coluna e o minimo coluna da
imagem seguinte, a segunda subtracdo entre 0 maximo coluna e o0 minimo coluna da
imagem anterior e por fim subtraiu-se a primeira operacdo de subtracdo a segunda.
Realizou-se um teste em que no caso da operacdo de subtracdo final apresenta-se
resultados superiores a zero significava que a imagem expandia em altura em caso
contrario ndo existem alteracfes na imagem a nivel da altura. As modificacGes no vetor
de translagdo foram necessarias em cada imagem, uma vez que continuavam a surgir
erros no seguimento como verifica-se na Figura 17, pois néo alterou-se o vetor referente

a imagem 14 e deste modo o seguimento apresentou-se incorreto.
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Figura 17. Visualizacdo de uma sequéncia de imagens (imagem 9 até & imagem 14) em que deteta-se

falhas no seguimento.

Para imagens constituidas por um namero igual ou superior a dezoito células a
analise de altura e largura aplicou-se, uma vez que as imagens expandem em largura ou
em altura. Deste modo, o vetor translacdo alterou-se dependendo das hipdteses
mencionadas acima, quando testou-se no caso de 0s objetos na imagem expandirem em
largura ocorreu uma operacéo de divisdo do vetor deslocacao por o valor de 1.8 em que
0 mesmo reduziu-se quase para metade do valor original. Sendo que os centroides de
todas as células na imagem 13 diminuiram quase para metade do valor inicial. No caso
em que os objetos na imagem aumentarem em altura a variavel que contém o vetor linha
de deslocacéo alterou-se para negativo, reduziu-se 0 mesmo em um ter¢o do seu valor
original e ao resultado final adicionou-se sete unidades. A varidvel que contém o vetor
coluna de deslocacdo alterou-se para negativo e dividiu-se 0 mesmo pelo valor trés e aos
dois vetores subtraiu-se cinco unidades e deste modo a falha apresentada na imagem 14

(Figura 17) ficou resolvida.
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Sendo que dependendo do valor do vetor translacdo inicial os centroides na
imagem deslocaram-se em diferentes direcdes a nivel das linhas que podem ter-se
deslocado para a esquerda ou para a direita e a nivel das colunas para cima ou para
baixo.

Figura 18. Visualizagdo da sequéncia de imagens (imagem 9 até a imagem 14) com o seguimento

corrigido.

Desta forma, com as modifica¢fes no vetor translacdo na imagem 14 constatou-
se que o seguimento celular encontrava-se correto como se verifica na Figura 18.
Também & notdrio que existia a necessidade de ajustar o vetor translacdo para cada
imagem, visto que as células nas imagens 13 e 14 quando sobrepostas apresentavam-se
ligeiramente deslocadas, como se observa na Figura 19 a) e ap0s a corre¢do do vetor e 0

deslocamento de todos os centrdides das células da imagem 14 o grau de sobreposicao
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entre as células tornou-se mais elevado (Figura 19 b)), proporcionando um seguimento

celular correto.

Figura 19.a) Sobreposic¢do da imagem 14 com a imagem 13 através da fungdo imoverlay sem alteragdes
ao vetor translacdo. b) Sobreposicdo da imagem 14 com a imagem 13 através da func¢éo imoverlay com
modificag6es no vetor translacdo.

Deste modo, segue-se mais um exemplo de um seguimento incorreto quando o vetor
translacdo ndo sofreu modificagbes de uma imagem para outra, como visualiza-se na Figura 20.
Verifica-se a necessidade de adaptar o vetor a cada imagem de modo a obter-se um seguimento

assertivo.

Figura 20. ¢) Imagem 15 com o seguimento celular correto. d) Imagem 16 com o seguimento celular
incorreto.
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Seguidamente desenvolveu-se mais um teste para imagens com um valor igual
ou superior a vinte e cinco objetos e analisou-se duas hipoteses, sendo a primeira
expansdo dos objetos na imagem em altura (imagem 16) e a segunda os objetos nas
imagens amplificaram em largura e em altura (imagem 15 e imagens 17 e 18). Para a
expansdo em altura altera-se o sinal do vetor translacdo linha para negativo e reduziu-se
um terco do mesmo e por fim subtraiu-se trés unidades e ao vetor translagédo coluna
modifica-se o sinal para negativo e diminui-se o vetor em um terco do seu valor original
que aplicou-se na imagem da Figura 21 f), ou seja, em todas as células alterou-se as
coordenadas dos centrdides de acordo com os resultados da correcdo do vetor
translacdo. Quanto a segunda hipdtese que consiste em 0s objetos nas imagens
expandirem-se em altura e em largura o vetor translagéo linha diminui-se para metade e
subtraiu-se duas unidades e meia enquanto no vetor translagdo coluna também reduziu-
se para metade e subtraiu-se uma unidade que aplicou-se na Figura 21 e), alterando

todas as coordenadas dos centrdides nas células da imagem.

Figura 21. e) Imagem 15. f) Imagem 16 com o seguimento correto ap6s modificacdo ao vetor translacéo.
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Segue-se mais um exemplo de seguimento incorreto, uma vez que 0 vetor
translacdo ndo foi alterado e deste modo obteve-se a imagem 19 com seguimento

incorreto como verifica-se na Figura 22.

Figura 22. Representagdo de uma sequéncia de imagens desde da imagem 17 até a imagem 19, onde
observa-se um erro no seguimento.

Desta forma, realizou-se mais um teste para imagens com um nimero de objetos
igual ou superior a trinta e nove objetos (imagem 19) e em que 0s mesmos amplificaram
em largura e em altura de modo que o vetor translacdo linha diminui-se para metade do
seu valor original e adicionou-se trés unidades enquanto ao vetor translacdo coluna
também reduziu-se para metade e adicionou-se ao resultado final do vetor translacéo
linha e coluna 1.4.

Assim, o seguimento na imagem 19 aparece corretamente, uma vez que acertou-
se os valores das coordenadas dos centroides de todas as células de acordo com as

modificacdes no vetor translacdo, como se observa na Figura 23.
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Por fim apresenta-se mais um erro no seguimento, onde ndo adaptou-se o vetor
translagdo na imagem 20 e deste modo a célula seis na imagem 19 encontra-se
identificada com o nimero seis enquanto na imagem 20 a mesma célula encontra-se

numerada com o numero quatro, como analisa-se na Figura 24.
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Mais uma vez desenvolveu-se um teste para imagens que possuiam na sua
constituicdo o nimero de objetos igual ou superior a quarenta e dois objetos e 0s
mesmos expandiam em altura e em largura na imagem 20. Deste modo, o vetor
translacdo linha diminuiu-se para metade e adiciona-se duas unidades enquanto o vetor
translagcéo coluna reduziu-se para metade e subtraiu-se 0.5 ao vetor translagéo linha e
coluna e assim modificou-se todos os centroides das células de acordo com a correcao
do vetor translacdo. Com as alteracGes obteve-se um seguimento correto, visto que a
célula nimero seis na imagem 19 mantém a identificacdo seis na imagem 20, como

verifica-se na Figura 25.

Figura 25. i) Imagem 19 com o seguimento correto. j) Imagem 20 com o seguimento corrigido.

Assim, com as modificacdes ao vetor translacdo adaptando o mesmo a cada
imagem obteve-se um seguimento correto desde da primeira até & ultima imagem (pode-
se observar todas as imagens disponiveis nos anexos). No fim do programa obtém-se as
imagens em que ocorreram as divisdes, o0 numero de células presente em cada imagem e

a descendéncia das células.
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4.5 Gréafico em arvore dos resultados obtidos no seguimento celular
O gréfico em arvore tem como fungdo a demonstracdo do seguimento das

células, pois deste modo visualiza-se as divisdes celulares e a origem de cada célula,
identificando-se as células mées e as células filhas. A elaboracdo deste grafico teve de
ser feita manualmente, uma vez que produzir o mesmo enquanto o0 programa executava
ndo resultava, pois ocorriam muitos erros e desta forma ndo se obtinha um gréfico com
os resultados do seguimento correto. Para fazer o grafico pesquisou-se uma funcdo no
MATLAB denominada de treeplot que produz o grafico em arvore (Figura 26), no
entanto tornou-se necessario criar um vetor manual, visto que a maneira como numera

0s nos ndo resultaria para o seguimento.
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height = 3

Figura 26. Visualizago de um exemplo de gréfico em arvore no MATLAB.

Como verifica-se na Figura 26 a numeracao atribuida aos nés é um pouco aleatoria e
para os resultados deste seguimento necessita-se de seis nos iniciais (que correspondem
as seis células da primeira imagem) e deste modo ndo s6 aplicando esta funcdo néo

resultaria, pois precisava-se de seis nds em linha.
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Figura 27. Gréafico em arvore (seguimento célula 1).

Assim, criou-se um vetor manual colocando os nimeros nas posi¢des do vetor
de modo a que os resultados no grafico de arvore fossem concordantes com 0s
resultados do seguimento obtidos através do trabalho desenvolvido e assim numerou-se
por ordem crescente os nés na vertical, por exemplo a célula 1 (primeira imagem)
encontra-se numerada desde do no 2 até ao nd 46, como se observa na Figura 27.

nodes=[012345678910111213141516 17181920 162223242525 ...
10282930313233343536373731404142434445...

Deste modo, primeiramente numerou-se 0 n6 2 correspondente a primeira célula, sendo
que o primeiro nd é considerado zero (sem mae), pois é a partir deste que se obtém os
outros nos, ou seja é 0 no de raiz. Percebe-se que 0 né 3 encontra-se ligado ao no dois,
que o nd 5 encontra-se ligado ao n6 4 o que significa que desde a imagem 1 até a

imagem 9 a célula 1 ndo sofreu divisdo. No n6 10 ocorreu divisdo (na imagem 10) e
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primeiramente no vetor é demostrado o seguimento da célula esquerda dividida e depois

volta a posicionar-se 0 n6 10 e mostra-se o seguimento da célula do lado direito.

E de notar que no vetor quando ocorrem divisdes o nimero da célula que sofre divisao
repete-se duas vezes e caso tenha seguimento descreve-se primeiro o da célula originada

na esquerda e depois 0 seguimento da célula originada na direita.

Ap0s a criagdo do vetor aplicou-se a funcao treelayout em que tem como funcgéo
guardar as coordenadas (x e y) para colocar os nos da arvore para criar uma figura
organizada do grafico. Seguidamente utilizou-se a fungdo treeplot que traca uma

imagem de &rvore como verifica-se na Figura 28.
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Figura 28. Grafico em &rvore.

Desta forma atraves do gréafico identificam-se perfeitamente as células mée e as células
filha, sendo que 0 né 1 que corresponde a célula um da primeira imagem em que esta é
a célula mde e a mesma originou seis células. Em relacdo ao n6 2 que representa a
célula dois (primeira imagem), a célula mée dividiu-se originando quatro células. A
célula trés da primeira imagem (célula mé&e) que encontra-se no né 3 sofreu processos
de divisdo originando sete células. O nd quatro que corresponde a célula quatro
(primeira imagem), célula mé&e dividiu-se e originou cinco células. Em relagdo ao n6 5

que representa a celula cinco da primeira imagem (célula mée) sofreu processos de
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divisdo e obteve-se nove células. Por fim, a célula seis da primeira imagem representada
pelo no6 6 que é a célula mée, multiplicou-se e originou quinze células.

De modo a perceber-se mais facilmente o vetor elaborado manualmente
colocaram-se 0s numeros correspondentes em cada nO atraves das coordenadas
guardadas no vetor obtido através da funcdo treelayout e para este efeito percorreu-se o
comprimento do vetor que contém a informacéo dos nds e desse modo identificou-se

todos os nds, como se visualiza na Figura 29.
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Figura 29. Grafico em arvore com o0s nds numerados.

Assim, deste modo obteve-se o grafico em arvore para visualizar o seguimento
das células de forma mais organizada e perceber-se mais facilmente a evolugédo e o

crescimento das células.
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Capitulo 5. Analise de resultados

Na comparagdo do software schnitzcells original com a metodologia de estudo
desenvolvida neste trabalho constata-se que as modificagfes implementadas
contribuiram para resultados satisfatdrios, comecando pela acessibilidade a plataforma
do trabalho que encontra-se facilitada. Enquanto no schnitzcells original copiava-se
caminhos de diretoria através de um ficheiro fornecido pelo software para prosseguir
para as fases seguintes do trabalho, nesta metodologia o programa fornece um ficheiro
em que altera-se as diretorias de todas as etapas do mesmo e deste modo o programa
executa até ao fim. Para alem da modificacdo na plataforma de trabalho a metodologia
implementada proporcionou melhores resultados a nivel da segmentacdo como verifica-

se na Figura 30.

Figura 30. a) Imagem resultante da segmentagéo do schnitzcells original. b) Imagem resultante da
segmenta¢do da metodologia implementada.

Como verifica-se na Figura 30 b) os resultados obtidos na segmentacdo através do
trabalho desenvolvido apresentaram melhores resultados do que os obtidos no software
original. Enquanto na Figura 30 a) aparecem restos de células que ndo foram eliminados

na totalidade, na Figura 30 b) esses pequenos fragmentos desapareceram alterando
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apenas um valor numa parte da segmentacdo em que eliminavam-se células em que a
sua area fosse menor do que cinquenta e esse mesmo valor alterou-se para setenta

eliminando deste modo os fragmentos.

Para além da melhoria a nivel da segmentacdo também obtiveram-se melhores
resultados a nivel do seguimento celular. Na Figura 31 demonstra-se um erro decorrido
durante o seguimento, sendo que a célula com a cor branca representa a primeira célula
da linhagem e as células com a cor amarela representam o seguimento da mesma célula.
Deste modo, percebe-se que na imagem 6 a célula com a cor amarela aparece na célula

errada, a falha continua na imagem 7 e caso o erro permanecesse a célula seria seguida

incorretamente.

Figura 31. Representagdo em sequéncia desde da imagem 1 até a imagem 7 dos resultados obtidos do
seguimento no software schnitzcells, onde se detetou um erro.

O programa schnitzcells resolve o problema manualmente no entanto no trabalho
desenvolvido este tipo de erro ndo acontece, pois a célula identificada como a célula um
(célula amarela na Figura 31) apresenta um seguimento correto desde a imagem 1 até a

imagem 7, como se observa na Figura 32.

Figura 32. Sequéncia de imagens desde da imagem 1 até & imagem 7 dos resultados obtidos através da
metodologia implementada.
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Seguidamente detetou-se mais uma falha nos resultados do seguimento
executado através do software schnitzcells. Neste caso, ocorreu num processo de
divisdo, ou seja, na imagem 5 a célula com a cor amarela representa a mée das células
que aparecem divididas na imagem 6 (Figura 33) que deveriam estar representadas com
cores diferentes nomeadamente com as cores branca e lilas, pois desta forma seriam

distinguidas das restantes células individuais.

Figura 33. Representagdo da imagem 1 até & imagem 6 dos resultados obtidos do seguimento com o
software schnitzcells.

O software schnitzcells mais uma vez corrige 0 erro no seguimento manualmente
enquanto no trabalho desenvolvido tal ndo acontece, uma vez que a célula 2 (célula
amarela na Figura 33) apresenta-se individualizada nas imagens 5 e 6, pois 0 processo
de divisdo que decorre corretamente s6 ocorrera na frame seguinte (Figura 35) devido as

operacdes morfoldgicas aplicadas apos a segmentacdo, como visualiza-se na Figura 34.

Figura 34. Sequéncia de imagens desde da imagem 1 até & imagem 6 dos resultados obtidos através da
metodologia implementada.

b
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Figura 35. Representagao de imagens consecutivas (desde da imagem 1 até a imagem 7), onde verifica-se
a divisdo correta da célula nimero dois.
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Detetou-se mais um erro ocorrido durante o processo de seguimento celular na
execucao do software schnitzcells em que na Figura 36 a célula representada com a cor
branca localizada na frame 4 apresenta-se individualizada, na imagem 5 encontra-se
dividida no entanto na imagem 6 a célula encontra-se novamente isolada o que nédo €

possivel, uma vez que o processo de divisao celular é irreversivel.

Figura 36. Sequéncia da imagem 4 até a imagem 7, problema no seguimento executado pelo software
schnitzcells.

Como verifica-se na Figura 37 a falha que surgiu no programa schnitzcells néo acontece
na metodologia desenvolvida, uma vez que na imagem 4 a célula 6 (célula amarela na
Figura 36) encontra-se individualizada, nas imagens 5 e 6 a célula numero seis continua
na forma isolada e a célula seis s0 se divide na frame 7, mas ndo surge o problema de a
célula seis estar na forma individual, depois na imagem precedente apresentar-se

dividida e na imagem seguinte encontrar-se isolada novamente.

Figura 37. Representagdo em sequéncia desde a imagem 4 até a imagem 7 dos resultados obtidos na

metodologia.
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De seguida, apresenta-se mais uma falha a nivel do processo de divisdo celular

no software schnitzcells, como observa-se na Figura 38.

Figura 38. Sequéncia de imagens desde da imagem 8 até a imagem 11, deteta-se erro no seguimento na
execucdo do software schnitzcells.

O software schnitzcells corrige a falha manualmente enquanto na metodologia
desenvolvida esse erro ndo surge, visto que as células apresentam-se corretamente
seguidas. O seguimento de células obtido nos resultados no trabalho desenvolvido o
erro nao surge, pois a célula trés (célula amarela na Figura 38) encontra-se seguida
corretamente (Figura 39) e divide-se nas imagens seguintes, visto que aplicaram-se

operacOes morfoldgicas apds os resultados da segmentacéo.

Figura 39. Representagdo da sequéncia de imagens desde a imagem 8 até a imagem 11 com o seguimento
correto.
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Tabela 1. Comparacao dos resultados do software schnitzcells com o método implementado.

Schnitzcells Método implementado

Tipo de programa Manual e automatico Automatico

Processo de segmentagdo | Mais lento e com corre¢cdes manuais | Rapido e automatico

Processo de seguimento | Mais lento e com corre¢Bes manuais | Rapido e automatico

Algumas falhas nos processos de

Falhas no programa segmentacdo e de seguimento Né&o ocorrem falhas

Assim, constata-se que os resultados obtidos no trabalho desenvolvido
tornaram o programa mais facil para os utilizadores a nivel de compreensdo e de
execucdo. Deste modo a metodologia implementada consiste num programa
automatizado enquanto o software schnitzcells apesar de ser automético contém partes
manuais, nomeadamente as corre¢des da segmentacdo e do seguimento, como verifica-

se na Tabela 1.

5.1 Comparagéo entre o0 método implementado e o software TLM-Tracker
O programa TLM-Tracker € um programa elaborado através da interface gréafica

do GUI e em termos de processamento é semelhante a metodologia implementada que
encontra-se dividido em quatro partes nomeadamente:

e Pré-processamento;

e Segmentacéo;

e Tracking;

e Exportacdo em forma de gréfico.

No pré-processamento o programa remove imagens que estdo desfocadas e desta
forma a sequéncia de imagens encontra-se preparada para O processo Sseguinte
designado de segmentacdo, enquanto na metodologia implementada o pré-
processamento consiste em retirar ruido nas imagens através da aplicacao de filtros.

Relativamente ao processo de segmentacdo o software TLM-Tracker possui
diversos processos para segmentar as imagens nomeadamente a fungdo watershed, o

comando threshold e a funcdo active contours e também possibilita a aplicacdo de
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operacdes morfologicas entre as quais a erosdo. Enquanto no método implementado o
processo de segmentacdo utiliza filtros, operagdes morfoldgicas e também existem
processos para eliminacdo de objetos que ndo sdo considerados células. Deste modo, o
TLM-Tracker possibilita mais op¢des para o utilizador, no entanto se o utilizador néo
compreender a linguagem do programa MATLAB torna-se mais dificil do que o método
desenvolvido, uma vez que 0 mesmo apenas necessita de mudar as diretorias na fungéo
main que o programa executa até ao fim.

Em relacdo ao processo de seguimento celular o programa identifica as células
em todas as imagens, fazendo a trajetoria de cada célula e ndo necessita de pré-
processamento como no caso da metodologia implementada em que primeiramente
necessitou-se de criar um processo de modo a que todas as células nas imagens em
sequéncia estivessem sobrepostas para prosseguir-se ao seguimento celular.

Por fim, o software TLM-Tracker exporta a informagdo do seguimento celular
através de um grafico em arvore como na metodologia desenvolvida. No entanto, no
programa TLM-Tracker ocorre uma falha (Figura 40), uma vez que no gréfico aparecem
duas células sobrepostas e a célula que encontra-se errada no “ramo” da arvore tem de
ser eliminada. No método desenvolvido isso ndo acontece, uma vez que o grafico em
arvore também elaborou-se manualmente, enquanto no programa TLM-Tracker o

programa produz o gréfico automaticamente.
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Figura 40. Visualizacéo do grafico obtido do software TLM-Tracker. [14].
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Tabela 2. Comparacao dos resultados do software TLM-Tracker com o0 método implementado.

Método
TLM-Tracker implementado
Tipo de programa Automético (interface GUI) Automatico
Processo de segmentacdo | Maior numero de opgdes de escolha Rapido e automatico
N&o necessita de pré-processamento
Processo de seguimento | antes do seguimento. Rapido e automatico
Falhas no programa Falha na execucdo do grafico em arvore | Nao ocorrem falhas

Assim, constata-se que o trabalho desenvolvido para o utilizador é mais facil para
compreender e executar, mesmo para pessoas que ndo entendam a linguagem do
programa, enquanto o software TLM-Tracker apresenta maior nimero de opcdes de
escolhas nas diversas etapas do programa, mas para utilizadores que ndo compreendam
e ndo conhegam a linguagem MATLAB torna-se mais complicado. Deste modo, os dois
programas funcionam automaticamente, sendo que no TLM-Tracker o utilizador tem a
possibilidade de escolher como executar cada etapa do programa, como analisa-se na
Tabela 2.
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Capitulo 6. Concluséo

Concluindo, o objetivo principal deste trabalho consistia na melhoria do
software schnitzcells, uma vez que o programa apesar de ser em formato automatico
contém correcdes manuais a nivel da segmentacdo e do seguimento celular. Deste
modo, para alterar as corregdes manuais para automaticas recorreu-se a diversas
operacgdes com o intuito de se obterem melhores resultados. Primeiramente modificou-
se 0 processo de segmentacdo, visto que algumas imagens continham fragmentos de
células que deveriam ser eliminadas. Desta forma, aumentou-se o valor da area de modo
a que os restos fossem excluidos das imagens resultando em imagens limpas,
simplesmente com o fundo e com os objetos considerados células pelo programa.
Seguidamente as alteracGes ocorreram no processo de seguimento celular, visto que no
programa original surgiram diversos erros que tiveram de ser corrigidos manualmente
pelo utilizador. Deste modo, colocou-se a primeira imagem da sequéncia de vinte
imagens como imagem de controlo do seguimento, de seguida calculou-se a distancias
entre os centros das imagens (aos pares) e criou-se um vetor translagdo que deslocou os
centroides das células da imagem seguinte para os centroides das células da imagem
anterior resultando em imagens com células sobrepostas. Com o intuito de se obterem
resultados corretos no seguimento adaptou-se o vetor translacdo para cada imagem e
seguidamente verificou-se os centroides dos objetos da imagem seguinte encontravam-
se no interior de uma célula da imagem anterior. Também calculou-se a distancia
minima entre 0s objetos entre duas imagens consecutivas, uma vez que existiam células
gue ndo se encontravam sobrepostas nas imagens e deste modo atribui-se 0 nimero da
célula mais préxima ao seguimento. Constata-se que através da metodologia de estudo
implementada obtiveram-se melhores resultados do que no software schnitzcells, visto
que o programa desenvolvido apresenta-se em forma automatica ndao necessitando de o
utilizador de copiar linhas de cddigo para avancar com o programa e de corrigir 0s
processos decorridos durante a execu¢do do mesmo. Para além do acesso facilitado a
execucdo do trabalho também conseguiu-se melhores resultados a nivel da
segmentacgdo, pois as imagens apresentam-se somente com 0s objetos considerados
células e ndo foi necessario realizarem-se corre¢cbes manuais para se prosseguir para o

seguimento celular. As células seguem-se corretamente devido as operacgdes
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implementadas para o processo de seguimento celular, sendo que decorre de forma
automatica e assertiva o que ndo acontecia no software original, pois necessitava de o
utilizador corrigir as falhas manualmente.

Para além da comparacdo com o software schnitzcells também comparou-se o
trabalho desenvolvido com o software TLM-Tracker e constatou-se que 0s dois
programas sao semelhantes. Enquanto o TLM-Tracker possibilita diversas escolhas para
o utilizador em todas as etapas do processo, 0 metodo desenvolvido possui uma
interface mais acessivel e a nivel da execucdo e compreensdo do programa & mais
vantajoso para o utilizador, visto que mesmo que ndo se compreenda a linguagem do
programa é possivel executar o mesmo rapidamente.

Em trabalhos futuros poder-se-ia resolver o fato de acontecer de uma célula
encontrar-se dividida numa imagem e na imagem seguinte a mesma célula aparecer na
forma isolada e depois novamente na imagem posterior encontrar-se dividida. Na
verdade isso ndo € possivel, uma vez que o processo de divisdo € irreversivel, no
entanto seria uma mais-valia para o programa, pois assim visualmente ndo apareceria
esse erro.

Assim, pode-se concluir que os objetivos do trabalho encontram-se
concretizados, uma vez que os resultados obtidos pelo trabalho desenvolvido desde o
acesso facilitado a plataforma de trabalho até ao seguimento celular correto apresentam
melhorias satisfatorias comparadas com o software original. Pode-se também
acrescentar que em relacdo ao software TLM-Tracker que é um programa de seguimento
bastante desenvolvido e com falhas reduzidas e que os resultados obtidos no método
desenvolvido ndo se apresentam melhores do que o TLM-Tracker, contudo apresenta

resultados semelhantes.
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