Segmentacao de imagens de tubulos seminiferos no testiculo de camundongos
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Resumo — O artigo tem como objetivo o desenvolvimento de
métodos automdticos para a classificacdo de imagens de
tabulos seminiferos de camundongos, através do uso de
técnicas de processamento de imagem e mineragdo de dados.
Os dados apresentados indicam que a estratégia adotada
apresentou 92,8% de acerto durante a classifica¢ao dos tubulos
seminiferos e abrem perspectivas para a possivel aplicagédo
desta técnica nas andlises histopatolégica automaticas ou
semiautomaticas no testiculo de mamiferos.
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. INTRODUCAO

A espermatogénese € um processo ciclico altamente

organizado e complexo que permite a formacdo de
espermatozoides no interior dos tabulos seminiferos
presentes nos testiculos de mamiferos. Em um corte
histolégico do testiculo observa-se que os tdbulos
seminiferos sdo revestidos por um epitélio altamente
especializado formado por células germinativas e células de
Sertoli e, na regido central do tubulo observa-se a presenca
de um limen [1]. A analise morfologica dos tibulos
seminiferos pode representar uma estratégia para avaliar a
toxicidade de substdncias naturais ou sintéticas na
espermatogénese, permitindo que o0s tdbulos sejam
classificados em  normais, alterados,  atrofiados,
hipoespermatogénicos ou necrosados. Essas analises sdo
complexas, pois dependem da experiéncia de um
histopatologista para a identificacdo dos tlbulos seminiferos
e um grande nimero de amostras a serem analisadas. Com
isso, a automacao do processo de andlise de imagens para a
classificacdo dos tubulos seminiferos aperfeicoaria a analise
histopatologica no testiculo. Sendo assim, o trabalho tem
como objetivo a segmentacdo das imagens dos tubulos
seminiferos normais e diferentes alteracdes morfologicas
para posteriormente classifica-los com o auxilio.
Os tdbulos seminiferos foram distribuidos em cinco
categorias, nomeados como alterados, atrofiados,
hipoespermatogénicos,  necrosados e normais. A
classificacdo foi estabelecida com base nas mudancas
morfolégicos dos tdbulos seminiferos que refletem o grau de
comprometimento da espermatogénese [2]. Cada grupo foi
segmentado em seccdo externa, interna e intermediaria; com
excecdo do atrofiado, por ndo possuir regido de limen dos
tabulos. Os dados morfoldgicos das sec¢des foram coletados
para gerar um meio de classificagéo.
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Il.  PRELIMINARES

A. Processo de Segmentacao de imagens

Em processamento de imagem a segmentacdo € o
processo de divisdo de uma imagem em segmentos
permitindo assim uma analise computacional e matematica a
fim de se extrair dados [3]. O resultado desse processo é uma
imagem binaria (preto — nivel de cinza com valor zero, e
branco — nivel de cinza com valor 1) que segmenta o objeto
desejado.

Para realizar o processo de segmentacdo, foi utilizada a
linguagem e software matricial MATLAB®, a biblioteca
SDC Morphology Toolbox for MATLAB, além de outras
internas. A escolha da ferramenta se deve pelos elementos de
linguagens de alto nivel, como matriz de tamanho dindmico
[4], facilitando o trabalho com imagens. Além da grande
disponibilidade de bibliotecas de processamento de imagem.

B. Processo de mineracgédo de dados

Para a mineracdo de dados, utilizou-se o software de
aprendizagem de méaquina Weka, Waikato Environment for
Knowledge Analysis, desenvolvido pela Universidade de
Waikato. O software suporta uma grande quantidade de
tarefas de mineracdo de dados. Utilizou-se o algoritmo
SMO, Sequential minimal optimization, que utiliza métodos
de classificagdo por vetores de suporte [5].

I1l.  RESULTADOS

A. Ajuste de imagem

O processamento foi iniciado pela adequacdo e
otimizagdo das imagens dos tdbulos seminiferos. Os
algoritmos usados foram executados tendo como entrada
imagens em escala de cinza, com 256 tonalidades. Como a
imagem primaria se encontra em RGB, foi necessario obter
o valor correspondente de cada canal. Usando testes
empiricos, cada canal de cor teve um peso correspondente
na conversdo para cinza, definido como 30% para o
vermelho, 59% para o verde e 11% para o azul [6].

As imagens precisam ter uma distribuicéo equalizada de
seus histogramas, para obter maxima variancia [6] e melhor
contraste. A Figura 1 ilustra a comparagéo dos histogramas.
Na Figura 2, podemos perceber que um limiar preto, antes



escuro, agora é visivel. Como segmentacdo se baseia em
encontrar esses limiares, essa otimizacao é imprescindivel.

B. Segmentagdo interna

Na segmentacdo da seccdo interna do tabulo, foi
aplicado o algoritmo Watershed [7]. Esse algoritmo
transforma uma imagem em picos e vales, usando como
varidvel, a intensidade da escala de cinza. Logo apo6s, ha
uma inundacdo nos vales e esses canais inundados podem
ser interpretados como o limiar do limen. Antes da
aplicacdo, foram wusadas funcbes para filtrar objetos
inadequados e eliminar buracos. Tais fungfes séo
encontradas na biblioteca Image processing Toolbox do
MATLAB® e no SDC Morphology Toolbox, biblioteca para
0 MATLAB®. O conjunto de fungdes que compdem a
solucdo para a segmentagéo interna foi compilada em uma
funcdo maior, onde algumas constantes, como &rea dos
objetos  descartados e erosdo, foram definidas
experimentalmente. A Figura 3 define a marcagdo do limen
(segmento interno) em um tbulo hipoespermatogénico.

C. Segmentacédo externa

A segmentacdo externa foi mais complicada, pois a
simples utilizacdo do algoritmo Watershed foi ineficaz por
ndo funcionar bem em bordas muito grossas, ja que ele
acaba tracando muitos limiares dentro da propria borda de
segmentacdo. A solucdo foi usar inicialmente a técnica de
Threshold, onde a amostragem da escala de cinza é dividida
em dois intervalos, definidos pelo usuério, correspondendo
a0 1 e ao 0 da imagem binaria. A imagem resultante
apresentou poucos detalhes e ficou em contato com 0s
tbulos vizinhos. Esse problema foi corrigido pela técnica
mmdcells [8] de picos, semelhante ao Watershed, mas que
usa como varidvel a distancia de cada ponto de valor 1 até o
ponto nulo mais préximo, para a determinagdo dos picos. O
limiar foi definido na mediana da distancia entre dois picos.
A Figura 4 exemplifica o processo. Desse modo, evitou-se
que tubulos seminiferos vizinhos ficassem unidos com o
estudado. Na Figura 5, h& uma segmentacdo externa de um
tibulo normal usando esta técnica.

D. Segmentagdo intermediaria

A segmentacdo intermedidria foi construida pela
diferenga entre a externa e a interna. A subtracdo é efetuada
apenas de valores ndo nulos.

101 111 000
001(—f010] =001
111 101 010

Perceba que ndo ocorreram valores negativos.

E. Calculo de medidas

Com os segmentos binarios obtidos, foi possivel obter
medidas morfoldgicas. Foi utilizado 17 tipos de medidas,
sendo 14 aplicadas ao segmento interno e no externo e 3 ao
intermediério, totalizando 35 dados por tlbulo seminifero.

Uma parte dos algoritmos de medidas foi encontrada na
biblioteca de processamento de imagem do MATLAB®,
outras foram desenvolvidas. A lista de medidas usadas e as
descri¢oes [9] foram: Perimetro: comprimento de contorno
dos segmentos; Area: quantidade de pixels nos segmentos;
Comprimento do maior eixo: 0 maior eixo da elipse que
pode ser desenhada dentro do segmento; Comprimento do
menor eixo: 0 menor eixo da elipse que pode ser desenhada
dentro do segmento; Orientacdo: angulo formado entre o
menor e 0 maior eixo da elipse; Area convexa: a menor area
convexa que consegue contornar o objeto; Excentricidade:
razéo entre a distancia dos focos da elipse com 0 maior eixo;
Diametro equivalente: didametro da circunferéncia com area
igual ao do segmento; Solidity: ﬁ AreaBox: menor
equilatero que consiga cobrir todo o segmento; Densidade:
A:Zj:ox; Altura de borda: a maior distancia perpendicular do

segmento interno ao externo; Desvio padrdo da altura de
borda. Outras medidas encontradas em [10] foram usadas:

FormFactor: :ef:m“o ;  Roundness: 4%
ASpECtRatIO Comprimento do maior eixo

Area convexa—Area

Area

mxMaior eixo®

; Solidity2:

Comprimento do menor Eixo

E?:I(Area convexa; — Area;)/N *

F. Mineragdo de dados

O processo de mineragdo de dados iniciou-se pela criacdo
de um arquivo de texto no formato arff, Attribute-Relation
File Format. Um gerador foi criado através do MATLAB®,
que pode ser lido pelo Weka.

Para a base de dados, foram utilizados 42 imagens de
tubulos seminiferos e o algoritmo de classificacdo SMO,
configurado com 10 dobras em validacdo cruzada. Nesse
modo, os objetos foram divididos igualmente (dobras) e cada
dobra é usada tanto para teste como para treinamento.

Os resultados finais mostram que 39 imagens foram
classificadas corretamente e 3 incorretamente, tendo entdo
92,8% de acerto. A tabela de confusdo mostra quais foram os
erros cometidos:

Normal | Alterado | Atrofiado | Hipoes. | Necros.
Normal 10 0 0 0 0
Alterado 1 8 0 0 0
Atrofiado 1 0 6 1 0
Hipoespermatogénico 1 0 0 5 0
Necrosado 0 0 0 0 10

IV. CONCLUSOES

Os tdbulos seminiferos foram distribuidos em cinco
categorias, nomeados como alterados, atrofiados,
hipoespermatogénicos, necrosados e normais. Como estas
categorias ndo apresentarem caracteristicas morfoldgicas
semelhantes em cada tipo de tdbulo, as segmentacdes das



imagens foi semiautomatica, tendo parametros de Threshold
e Watershed ajustados manualmente. Para cada categoria,
também foram extraidas caracteristicas interna, externa e
intermediéria. Ainda existem medidas dos filamentos do
segmento interno que podem ser extraidas, como o
comprimento, a espessura, a taxa de organizacdo e a
densidade de filamentos na borda, que poderiam elevar a
taxa correta de classificacdo. Mesmo assim, conseguimos
um excelente resultado de 92.8% de acerto na classificacdo
das cinco categorias.
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Figura 1. Imagem original (a esquerda) e otimizada por equalizagdo global do histograma (a direita).
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Figura 2. Exemplo de histograma (a esquerda) e equalizado (a direita).
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Figura 5. Segmentagdo externa.



