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RESUMO

No ambito da patologia, o diagnostico de doencas como o cancro passa pela anélise de laminas
microscopicas. Conquanto, quando digitalizadas, as imagens resultantes exibem uma definicdo
extraordinariamente alta, tipicamente da ordem das dezenas de gigapixels (10° pixels), necessi-
tando de varios gigabytes de memoria para o seu processamento. A dimensdo destas imagens
dificulta significativamente a aplicacdo de qualquer algoritmo de processamento de imagem e,
consequentemente, qualquer analise automatica. A falta de ferramentas adequadas leva a que a
analise seja efetuada, preferencialmente, sobre a lamina fisica, utilizando o microscépio ético
convencional, um processo inerentemente subjetivo. Neste enquadramento, 0 presente projeto
surgiu de uma necessidade manifestada pelo Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da
Universidade do Porto — Ipatimup. Incorporado na area de Imagem Biomédica, pretendeu-se col-
matar a caréncia de uma ferramenta de processamento de imagens de laminas de bidpsia. Numa
primeira fase, foi desenvolvida uma interface de apoio a analise assistida de imagens microscé-
picas de hiper-resolucdo. Ao ser desenvolvida em estreita colaboracdo com patologistas do Ipa-
timup, a interface aborda os principais requisitos de um sistema de patologia digital. Por conse-
guinte, proporciona uma apropriada visualiza¢ao, sem a introducao de atrasos na exibic¢do, o que
permite também uma “navegacdo” mais agradavel e eficiente ao longo da imagem, melhorando
consequentemente a duracao da andlise. Esta analise pode ainda ser complementada com a reali-
zagdo e a revisdo de anotacOes e um conjunto de aplicagGes que facilitam a partilha, a reviséo e a
analise visual e quantitativa destas imagens de microscopia patolégica. A segunda fase abarcou o
desenvolvimento de um algoritmo de segmentacdo automatica para identificagdo de nucleoides
em laminas raspadas da tiroide em campo claro, o que, além de proporcionar uma adequada de-
teccdo/segmentacdo de nucleoides, dispde de um mecanismo de edicdo, permitindo ao utilizador
total liberdade para validar/alterar o resultado. Complementarmente, sdo fornecidas medidas de
caracteristicas especificas da morfologia e homogeneidade dos nucleoides, informacdes determi-
nantes para a avaliacdo do estado e evolucdo do cancro da tiroide. Na sequéncia, este trabalho
poderd, ainda, ser complementado com um algoritmo que, baseando no nimero de nucleoides
detetados e suas morfologias, permita, também, propor um diagndstico.

Palavras-Chave: Microscopia Virtual, Patologia Digital, Hiper-Resolugdo, Processamento de
Imagem, Sub-Amostragem, Segmentacdo Automatica.
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ABSTRACT

In pathology, the diagnosis of diseases such as cancer passes through the analysis of microscope
slides. Although, when scanned, the resulting images exhibit an extraordinarily high definition,
typically of the order of tens of gigapixels (10° pixels), requiring several gigabytes of memory
for processing. The size of these images significantly hinders the application of any image pro-
cessing algorithm and, thereafter, any auto-analysis. The lack of suitable tools leads to the analysis
being rather performed on the physical slide using the classical optical microscope, an inherently
subjective process. In this context, the present project arose from a need expressed by the Institute
of Molecular Pathology and Immunology of the University of Porto - Ipatimup. Incorporated in
the field of Biomedical Imaging, it was intended to fill the gap of a tool able of processing biopsy
slides images. On a first phase, an interface was developed to support the assisted analysis of
hyper-resolution microscopy images. Because it was developed in close collaboration with
Ipatimup pathologists, the interface addresses the main requirements of a digital pathology sys-
tem. Therefore, it provides an appropriate visualization, without introducing delays in the display,
which also allows a more pleasant and efficient "navigation" throughout the image, thus improv-
ing the duration of the analysis. This analysis can be complemented with the realization and the
revision of annotations and a set of applications that facilitate the sharing, the revision and the
visual and quantitative analysis of these pathological microscopy images. The second phase cov-
ered the development of an automatic segmentation algorithm for nucleoids identification on thy-
roid scraped slides in light field, which, besides providing a suitable nucleoids detection/segmen-
tation, offers an editing mechanism, allowing the user complete freedom to accept/change the
result. In addition, measures of specific characteristics of the nucleoids morphology and homo-
geneity are provided, which are crucial information for assessing the state and evolution of the
thyroid cancer. Given more time and resources, this work could also be complemented with an
algorithm that, based on the number of nucleoids detected and their morphologies, could provide
the user with a proper diagnosis.

Keywords: Virtual Microscopy, Digital Pathology, Hyper-Resolution, Image Processing,
Downsampling, Automatic Segmentation.
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CAPITULO

ENQUADRAMENTO

O diagnostico de doengas como o cancro passa pela analise microscépica de laminas de patologia
de modo a identificar/detetar células malignas e/ou artefactos. Esta analise pode ser realizada
computacionalmente com base nas imagens digitalizadas das Iaminas. Contudo, as imagens séo
de grande dimensdo, tipicamente multi-gigapixels. Nao s6 em patologia, como em diversos outros
campos de aplicacdo, imagens de hiper-resolucdo devem ser analisadas para obter informacao
e/ou tomar decis@es. Os grandes desafios incluem nao sé tornar a qualidade de imagem suficien-
temente boa, mas também a velocidade de visualizagdo interativa com rapidez suficiente para ser
comparavel a experiéncia de utilizar um microscopio 6tico. Além da grande quantidade de infor-
macdo embebida na lamina, adicionais desafios ao desenvolvimento de uma ferramenta compu-
tacional com aplicagdo em patologia, que permita a inferéncia de diagnostico, advém da prepara-
¢do da lamina, de artefactos nela presentes e da sua digitalizacdo, que afetam significativamente
a qualidade da imagem e a sua analise visual. A falta de ferramentas adequadas e a grande fami-
liarizacdo dos patologistas com o microscopio 6tico convencional levam a que a analise seja efe-
tuada, preferencialmente, via manual sobre a lamina fisica (Mormont, 2016; Wang, Huang, &
Hung, 2015).

Alternativamente a esta abordagem puramente manual, técnicas de processamento de imagem
associadas ao clustering e ao machine learning tém vindo a ser desenvolvidas com o intuito de
permitir a extracdo de informacdo de forma automatica. Por conseguinte, sdo frequentemente uti-
lizadas para resolver problemas de deteccéo e classificacdo de objetos (Chen, Zhao, Wu, Yao, &
Zhang, 2012; Mormont, 2016). No entanto, por um lado, estas técnicas ainda se encontram limi-
tadas a imagens que podem ser inteiramente carregadas na memoria. Por outro lado, os objetos
que constituem uma imagem biomédica sdo altamente texturados, apresentando elevado nivel de
ruido, baixo contraste e grande resolucéao espacial. Tais caracteristicas, conjuntamente com a alta
variabilidade em forma, tamanho e intensidade dos mesmos, tornam ainda mais dificil o proces-
samento de imagens biomédicas (Gonzalez & Ballarin, 2009). Assim, a segmentagdo constitui,
simultaneamente, um método vital e um dos principais desafios no processamento de imagem. A
segmentacao de imagem medica vem-se tornando, cada vez mais, um campo de pesquisa bastante
desafiador no dominio da andlise de imagem médica (Bala, 2012; Li, Wu, & Sun, 2010). As
células malignas ou as principais caracteristicas morfologicas de doengas como o cancro estéo
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1. ENQUADRAMENTO

concentradas no ndcleo, de modo que a questdo mais importante de identificacdo celular consiste
em separar a célula individual da imagem de fundo. Deste modo, diversas ferramentas computa-
cionais tém sido desenvolvidas no intuito de facilitar e promover um diagndstico mais preciso.
Especialmente neste tipo de doencgas, o pré-diagndstico torna-se uma questdo de fulcral impor-
tancia (Li et al., 2010).

Neste contexto, a motivacdo para esta dissertacdo surge de uma necessidade manifestada pelo
Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto — Ipatimup, e sera reali-
zada em colaboragdo com os Doutores Anténio Polonia e Catarina Eloy, Médicos Especialistas
de Ipatimup Diagnosticos, sob orientacdo do Professor José Manuel Fonseca. Neste sentido, pre-
tende-se colmatar a caréncia de uma ferramenta de processamento de imagens de microscopia
patoldgica de hiper-resolucdo. No Ipatimup, a analise destas imagens ¢é atualmente realizada ma-
nualmente, com recurso a microscépios Leica DM 2000 LED e aos softwares D-Sight Viewer e
SlidePath Gateway, consistindo num processo dotado de alguma subjetividade, relativamente ar-
duo e até mesmo desgastante para quem o realiza.

Posto isto, este trabalho tem como principal objetivo o desenvolvimento de uma interface que ird
constituir uma ferramenta de apoio a analise assistida de imagens de microscopia. Esta devera
possibilitar uma adequada visualizagéo, “navegacao” e subsequente analise de imagens de 1ami-
nas de patologia. Inicialmente, pretende-se que este software seja de fécil utilizacdo e capacitado
para suportar imagens multi-gigapixels. Além disso, devera facilitar a analise destas imagens,
permitindo a realizacédo e revisdo de anotacGes e medicGes de propriedades morfoldgicas de ele-
mentos de interesse. Complementarmente, sera dada especial atencéo a otimizagéo da duragdo da
analise e ao armazenamento da informacéo de partes da lamina, bem como de toda a informacao
da mesma. A interface desenvolvida serd, portanto, desenhada com vista a ser utilizada pelo Ipa-
timup para andlise de imagens digitalizadas de laminas de bidpsia. Tendo concluido este objetivo
com sucesso, serd levada a cabo uma pesquisa cientifica na qual serdo testados diferentes algorit-
mos de deteccdo/segmentacdo automatica de nucleos em Iaminas de microscopio. Uma vez que
o diagndstico do cancro da tiroide se baseia na deteccao de células ou grupos celulares com ca-
racteristicas distintivas, o proposito especifico desta abordagem consiste em desenvolver e/ou
adaptar um algoritmo de segmentacdo automatica para identificacdo de nucleoides em subima-
gens de ldminas raspadas da tiroide em campo claro. Informag6es adicionais, de fundamental
relevancia para a determinacdo do diagndéstico, como medidas de atributos da morfologia e ho-
mogeneidade das células identificadas, deverdo, também, ser facultadas. Tendo sido desenvolvi-
das as ferramentas apropriadas, este algoritmo podera ser aplicado a imagem na sua integra e uma
subsequente técnica de diagnostico poderd ser proposta.

A presente dissertacdo encontra-se dividida em 5 capitulos. Da corrente seccéo, capitulo 1, com-
pds-se uma pequena familiariza¢do e enquadramento ao tema, relatando sua relevancia e os obje-
tivos do projeto desta tese. Na sequéncia, apresenta-se no capitulo 2 uma introducdo teérica que
constitui uma simples descricdo das razdes e implicacfes da transi¢do da microscopia convenci-
onal para a microscopia virtual, tal como uma breve abordagem a hiper-resolucédo e a necessidade



1. ENQUADRAMENTO

de pré-processamento e segmentacao de imagem no ambito da microscopia digital. Ainda neste,
é incorporada a caracterizacao da institui¢do parceira deste projeto, o Ipatimup, e descrito o pro-
cesso de analise de ldminas de bidpsia no cenario do instituto. Ao longo deste capitulo, é também,
conjuntamente, resumido o estado de arte respeitante ao tema. Esta duas primeiras sec¢fes abran-
gem as bases em que se encontra assente este trabalho. O capitulo 3 compreende, numa primeira
parte, uma introducéo as principais técnicas de processamento de imagem aplicadas na micros-
copia, bem como a definicdo da linguagem computacional utilizada tanto para o desenvolvimento
da interface de apoio a anélise assistida de imagens microscépicas, como da interface de segmen-
tacdo automatica de nucleoides. Subsequentemente, 0s importantes aspetos destas duas interfaces,
nomeadamente suas funcionalidades e respetivos beneficios, sdo sumariadas na segunda e Ultima
parte deste capitulo. Os resultados obtidos, e as consideragcOes relativamente aos mesmos, refe-
rentes a ferramenta computacional que se propds a desenvolver, juntamente com potenciais pers-
petivas futuras que visam a continuag&o deste projeto, sdo apresentadas no capitulo 4. Por fim, no
capitulo 5 consta uma sintese do trabalho realizado, encontrando-se condensadas as conclusfes
sobre 0 mesmo.
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CAPITULO

INTRODUCAO TEORICA

2.1 Microscopia

As origens da microscopia remontam ao século I dc. Inicialmente, as lentes eram pedacos de vidro
utilizados para aumentar a dimensdo dos objetos e focar raios solares para obter fogo. Em 1590,
trabalhos realizados pelos holandeses, Zaccharias Janssen e seu pai, Hans, levaram a invencao do
microscopio composto e do telescopio. Robert Hooke, em 1665, foi a primeira pessoa a observar
células, sendo considerado o “pai da microscopia inglesa”. Dez anos mais tarde, Anton van
Leeuwenhoek, construindo o seu préprio microscopio, foi a primeira pessoa a descrever células
e bactérias (Wu, Merchant, & Castleman, 2008). Ao longo dos seus mais de 400 anos de histdria,
diversos modelos de microscopio foram desenvolvidos no intuito de melhorar o seu desempenho
e facilidade de uso. Hoje em dia, 0s microscépios 6ticos constituem os principais instrumentos
em muitos laboratérios bioldgicos. Quando devidamente alinhados e ajustados, sdo de fundamen-
tal importancia na investigacdo biomeédica e no diagndstico (Levoy, Ng, Adams, Footer, &
Horowitz, 2006; Salmon, von Lackum, & Canman, 2005).

Adicionando ao microscépio Gtico uma matriz de microlentes e um software de pds-processa-
mento obtém-se o sistema de microscopia de campo claro. Este sistema tem particular interesse
na citologia uma vez que permite capturar, numa Unica fotografia, campos de luz que atravessam
espécimes biolégicos corados ou contrastados (Levoy et al., 2006). O microscépio utilizado é
constituido por 2 sistemas de lentes, lente ocular e lente objetiva, que, em conjunto, permitem
observar um objeto em maior detalhe. A lente objetiva € a lente localizada junto ao objeto que se
observa, sendo responsavel pela formacao da imagem real do mesmo, enquanto que a ocular en-
contra-se préxima do olho do observador e faz a ampliagdo da imagem real, formando uma ima-
gem virtual e maior (ver Fig. 2.1). O fator de ampliacdo do microscépio é dado pelo produto da
ampliagdo de cada uma das lentes. Normalmente, a maioria destes microscopios apresenta lentes
objetivas intercambiéveis e possui uma lente ocular que amplia 10 vezes, pelo que a notagéo
vulgarmente utilizada para designar a ampliacdo do microscopio é apenas o valor da ampliacdo
da objetiva (ex. ampliacdo de x40 corresponde a uma ampliacdo real de x400, aumento de 10 da
ocular vezes um aumento de 40 da objetiva). Esta serd a notacdo utilizada ao longo desta disser-
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tacdo. Os mais modernos microscépios 6ticos sao binoculares, disponibilizando duas lentes ocu-
lares, o que permite uma maior percepcao de profundidade e, consequentemente, uma melhor
focagem, reduzindo, deste modo, o cansaco visual associado a exigente rotina de trabalho diario
do analista.

Lentes oculares %

.

Lentes objetivas intercambiaveis —{

Figura 2.1: Exemplar de microscépio binocular utilizado em microscopia de campo claro.
O fator de ampliagédo do microscopio é dado pelo produto das ampliages das lentes oculares e objetiva.
Fonte: imagem adaptada de (“Leica Microsystems - Produto: Leica DM2000 &amp; DM2000 LED,” n.d.).

A patologia corresponde ao ramo da ciéncia exercida com a principal finalidade de rastreamento
e/ou diagndstico de doengas (ex. cancro do pulmédo e da tiroide). Os exames patoldgicos consti-
tuem o “gold-standard” em muitos protocolos médicos. Em especial para o cancro, os patologis-
tas analisam bidpsias de modo a estabelecer prognosticos e diagnosticos. Nesta perspetiva, 0 mi-
croscopio representa a ferramenta primordial para detetar sinais de malignidade em amostras de
células. O microscépio de campo claro constitui, portanto, a tipica ferramenta dos patologistas
para triagem de amostras de células e, na sequéncia, estabelecer o diagnéstico. O procedimento
consiste em coletar e manchar as células em Iaminas de vidro, sendo posteriormente aplicado um
processamento (que inclui desidratacdo e clareamento, inclusdo, corte e banho-maria), que visa a
preparagdo e conservacdo das laminas, seguido por um processo de coloracéo, destinado para
destacar células e outros componentes biol6gicos de interesse. Em seguida, procede-se a analise
das laminas. A fim de acelerar o processo, o rastreio €, inicialmente, realizado a uma baixa am-
pliacdo, x10, e somente caso seja identificada uma célula suspeita seleciona-se uma amplia¢éo
mais alta, x40, para verificar os sinais reais de malignidade. E tipicamente utilizada a ampliag&o
de x10 e a duracdo de uma analise é de aproximadamente 5 a 10 minutos (Mormont, 2016).

2.1.1 Do microscopio convencional a Patologia Digital

Apesar da maioria dos modernos microscopios possuirem um design ergonémico, sofisticados
mecanismos de focagem e uma alta qualidade Gtica, um patologista tem muitas vezes que analisar
cerca de 100 ou mais ldminas por dia, 0 que se revela um processo desgastante para quem o
realiza. Além disso, o uso de laminas fisicas apresenta importantes limitacdes, entre as quais a
sua fragilidade, a dificil partilha e a perda de qualidade com o tempo, o que dificulta em muito a
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revisao do diagndstico e a obtencdo de uma segunda opinido (Pantanowitz, Farahani, & Parwani,
2015). Para além disso, o seu uso também dificulta a criacdo de relatdrios detalhados e a acumu-
lacdo de conhecimento. Tudo isto, conjuntamente com a habitual variabilidade entre os patolo-
gistas, o aumento da complexidade do caso do paciente e a impraticabilidade de varrer a lamina
por completo a uma alta ampliacdo (ex. x20), contribui para 0 aumento da subjetividade inerente
ao diagnostico. Subjetividade esta, principalmente denotada na ocorréncia de discrepancias em
estudos comparativos entre sistemas de microscopia de 1amina de vidro. A necessidade de con-
tornar estas dificuldades tem provocado um crescente aumento de interesse na microscopia digital
gue constitui atualmente um dos campos em maior expansdo no dominio da citologia e histologia.
O seu principal interesse consiste na utilizacdo de métodos computacionais para investigagdo mi-
croscopica de biopsias ou amostras cirargicas em laminas de vidro com a intencéo de estudar a
expressao do cancro, a progressao genética e a morfologia celular para fins de diagnostico e prog-
nostico do cancro (Irshad, Veillard, Roux, & Racoceanu, 2014). Em (Snead et al., 2016) foi apre-
sentado o0 maior estudo para avaliacdo da eficiéncia da microscopia virtual comparativamente a
microscopia de lamina de vidro, tendo-se considerado o sistema de microscopia digital pratica-
mente tdo eficaz quanto o microscopio de campo claro. Neste estudo é referido que, no total dos
casos selecionados para serem analisados por ambas as modalidades, a diferenga no diagndstico
foi de apenas 2.3%. Tal discrepancia encontra-se maioritariamente justificada na literatura pela
inferior qualidade de imagem do sistema digital e pela falta de experiéncia do utilizador. O mi-
croscopio 6tico proporciona uma sensagdo de visualizagdo 3D, 0 que ndo se verifica para os atuais
softwares computacionais. Ademais, as dificuldades impostas pela digitalizacdo da lamina e a
baixa precisdo na identificacdo de detalhes microscopicos especificos constituem também um
outro importante fator. Estas falhas, conjuntamente com o longo tempo de carregamento, a nave-
gacao relativamente lenta e a dificil calibracdo de cor e contraste tém constituido as principais
razbes pelas quais a patologia digital tem visto limitada a sua adog¢do na prética clinica. Em
(Griffin & Treanor, 2017; Pantanowitz et al., 2015; Prochorec-Sobieszek, 2016) sdo abordadas
outras importantes barreiras a adocao da patologia digital, como objecdes regulamentais e incon-
sisténcias no design de estudos de valida¢do da microscopia digital e a prevaléncia de formatos
proprietarios de imagem. E também de salientar que a grande dimenséo das imagens digitais (di-
ficultando o seu armazenamento na memodria), a falta de hardwares capazes de as manusear e
processar e 0s custos envolvidos justificam, sendo todas, pelo menos a maioria das lacunas acima
descritas. O facto ¢ que constituem obstaculos “transponiveis” que, com o atual avango da tecno-
logia, se espera que venham a ser ultrapassados.

2.1.2 Requisitos da analise assistida de imagens microscopicas

Os requisitos da andlise assistida de imagens de microscopia ndo se resumem em apenas processar
a imagem, mas sim em a processar de forma apropriada e efetiva, bem como em beneficiar o

utilizador com “assistentes de analise” automaticos e interativos. A segmentacao automatica de
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nucleos, precedida pela sua correta deteccdo, constitui a base fundamental para a analise automa-
tizada. Uma breve abordagem a estes 2 requisitos (pré-processamento e segmentacao automatica)
é apresentada nas secgdes que se seguem.

2.1.2.1 Pré-Processamento de Imagem

Agquando do diagnéstico do cancro realizado computacionalmente, com base na analise de ima-
gens digitalizadas de laminas de bidpsia, 0 pré-processamento da imagem emerge como uma ne-
cessidade recorrente para uma correta analise visual e subsequente prognéstico ou diagnoéstico.
No entanto, o pré-processamento comummente aplicado prende-se fundamentalmente com a cor-
recdo/normalizacdo de variagGes de cor e iluminacdo (espectral e espacial) causadas pela prepa-
racdo, coloragdo ou digitalizacdo da lamina (Irshad et al., 2014; Madabhushi & Lee, 2016). Con-
quanto, a dimensdo tipica de uma lamina de microscépio é de 75 x 25 mm. Os sinais de maligni-
dade se encontram na ordem dos micrometros (milésimo de milimetro), requerendo a inspecgao/vi-
sualizacdo da imagem microscopica em diferentes ampliagdes. Especialmente altas ampliacoes
n&o devem implicar uma reducédo da qualidade da imagem. Contudo, para uma correta ampliagao,
um simples zooming ou aumento da resolucéo espacial da imagem se revela insuficiente uma vez
fortemente condicionados e limitados pelas dimensdes extremamente grandes da imagem digital.
A apresentacdo de uma boa qualidade de imagem permanece um dos principais desafios da ana-
lise assistida de imagens de hiper-resolugdo e os atuais sistemas de microscopia digital ainda se
encontram limitados na qualidade de imagem que proporcionam. Neste sentido, no presente pro-
jeto propde-se um pré-processamento adicional, baseado na particdo da imagem em subimagens
e pré-filtragem anti-aliasing, de modo a apresenta-la em diferentes ampliagdes com qualidade
adequada para se inferir o diagnostico. Tal procedimento é fundamentado pelas considera¢des
apresentadas na seccdo 3.2.1.2 e descrito na sec¢do seguinte, 3.2.1.3. O inconveniente desta abor-
dagem reside no facto de requerer uma duragdo indeferida, dependente da dimensé&o da imagem,
e um consideravel desempenho computacional. Tendo em conta a metodologia aplicada, uma
imagem de citologia de pequenas dimensdes (2.4 gigapixels, 6.8 gigabytes), requer a obtencéo e
a pré-filtragem de aproximadamente 4500 subimagens full HD (1184 x 1856 pixels) de modo a
proporcionar a sua analise a uma ampliacdo de x40. Esta exigéncia limita notavelmente o pré-
processamento da imagem em tempo Util, porém este podera ser realizado em offline (ex. a noite),
antecipadamente a andlise da imagem.

2.1.2.2 Segmentacdo Automatica de nucleos

A fisionomia dos nucleos das células, especialmente proeminentes, e suas caracteristicas singu-
lares desempenham um papel primordial no prognoéstico e diagnostico de doengas como o cancro
(Veta et al., 2013; Zarella, Garcia, & Breen, 2017). Os prognosticos e a graduacgdo da gravidade
da doenga baseiam-se fundamentalmente em seus aspetos morfoldgicos (como forma, tamanho e
textura), atributos de coloracgdo e distribui¢fes dentro do tecido. A aparéncia dos nlcleos varia
consoante uma série de fatores, como o seu tipo e ciclo de vida e a malignidade da doenca (Irshad
etal., 2014). Para o desenvolvimento de uma ferramenta de assisténcia ao diagndstico é, portanto,

8
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fundamental a capacidade de identificar com precisao e separar 0s nucleos da imagem de fundo.
A deteccdo e segmentacdo de nucleos/células sdo normalmente consideradas as bases para a ana-
lise automatizada (Xing & Yang, 2016).

O primeiro método de segmentacdo advém dos anos 60, a partir dai uma grande variedade de
técnicas foram desenvolvidas ao longo dos anos, contudo cada uma concebida e/ou ajustada es-
pecialmente para uma determinada tarefa/aplicagdo especifica. Nenhum método é considerado
eficaz em diferentes campos de aplicacéo e cada um apresenta as suas vantagens e limitages. A
vista disso, a segmentacao permanece ainda um problema sem solugéo (Belaid & Mourou, 2009;
Jobin Christ & Parvathi, 2011). No ambito da microscopia, os métodos de segmentacdo encon-
tram-se destinados a um tipo de imagem microscopica especifico uma vez intimamente relacio-
nados/dependentes da técnica de microscopia, do tipo de tecido, da coloracéo aplicada e dos tipos
de nucleos alvo. Um rigoroso controlo de qualidade durante a prepara¢éo do tecido e digitalizagdo
da lamina €, por conseguinte, necessario para evitar adicionais efeitos adversos na técnica de
segmentacdo (Veta et al., 2013). Em especial para a microscopia patolégica, grandes esforgos tém
sido empregues para o desenvolvimento de algoritmos de segmentacdo com aplicagdo em histo-
logia (estudo dos tecidos vivos — estrutura celular) e citologia (baseada na estrutura intracelular).
Conquanto, € na citologia que se encontram os resultados mais promissores, isto porgque a grande
complexidade e as diversas irregularidades das estruturas histoldgicas, que embebem os nucleos,
tornam ainda mais dificil a implementacéo de um algoritmo de segmentag&o clinicamente valido
(Irshad et al., 2014). No entanto, tem-se verificado uma grande evolucao de métodos computado-
rizados na &rea da patologia, com um crescente aumento de nimero de aplicagdes relacionadas a
detecc¢do, segmentacao e classificacdo de nucleos, designadas para fornecer informacdes essén-
cias para a deliberagdo do diagndstico. No contexto desta tese, é apresentado na secg¢ao 3.3.2 um
algoritmo de identificacdo de nucleoides em laminas raspadas da tiroide cujo objetivo é auxiliar
no diagnostico do cancro da tiroide. Em 4.2.1 sdo apresentas as principais dificuldades ao seu
desenvolvimento, muitos delas comuns as diversas técnicas de segmentacao existentes.

2.1.3 Hiper-Resolucéo

Nos dias que correm, cada vez mais, projetos das mais diversas areas resultam em imagens de
hiper-resolucéo, multi-gigapixels. Estas imagens, geralmente, s&o analisadas para extrair infor-
macdo e/ou tomar decisfes. Esta informagdo consiste muitas vezes na presenca de objetos de
interesse embutidos na imagem. Os estudos de pesquisa biomédica, em grande parte dos casos,
dependem da microscopia virtual de toda l1d&mina. No campo da citologia, as imagens de laminas
de microscopio encontram-se acima dos 4 gigapixels (Maré et al., 2016; Mormont, 2016). Entre-
tanto, estas imagens envolvem gigabytes de memdria, 0 que torna a implementacdo de qualquer
algoritmo de processamento de imagem e, por consequéncia, qualquer subsequente anélise auto-
matica, muitas vezes impraticavel. Os tempos de execucdo sao normalmente proporcionais a di-
mensdo da imagem, inviabilizando qualquer tentativa de processamento em tempo atil (Mormont,
2016). Na figura seguinte encontra-se um exemplo de uma imagem de lamina microscopica, neste
caso de uma lamina raspada da tiroide em campo claro (ver Fig. 2.2).
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Figura 2.2: Dimensdo tipica de uma lamina digitalizada.
a) Imagem original (77376 x 37488 pixels); b) padrdo arquitetonico contido na imagem (1184 x 1856 pixels
~ 2 megapixel). — Ampliacéo x20.

2.1.3.1 Abordagens ao problema

Atualmente, por forma a lidar com dados de dimens6es muito grandes, como imagens de hiper-
resolugdo, as abordagens tém-se baseado essencialmente no seu armazenamento em base de dados
digitais e processamento através de parallel e distribute computing, divisdo do problema por va-
rios computadores/hardwares. O PiCEIS (Parallel Computational Environment for Imaging Sci-
ence) e 0 SIPF (Scalable Image Processing Framework), recorrendo, respetivamente, ao proces-
samento em paralelo (incluindo CPUs e clusters) e a cloud computing (uma especializagdo da
distribute computing), constituem exemplos de aplicacdo dessas abordagens. Em ambos 0s casos
a imagem ¢ dividida em tiles (blocos), tendo em vista o seu processamento e facil acesso. O
PiCEIS (Jones, Jurrus, Moon, & Perrine, 2003) consiste num pacote de processamento de imagens
de grande dimens&o, baseado num modelo de programacéo de memoria compartilhada, com re-
curso a biblioteca Global Arrays do Pacific Northwest National Laboratory. O seu objetivo con-
siste em tirar partido de computadores massivamente paralelos de modo a acelerar a computacéo
(obter processamento praticamente em tempo real). A distribuicdo da imagem por varios proces-
sadores permite superar a impossibilidade de carregar toda a imagem na memoria. O SIPF
(Powell, Rossi, & Shams, 2010), por sua vez, apresenta um pipeline de processamento de imagens
gigapixels, destinado para analise de imagens provenientes da exploragdo de corpos celestes. Com
0 intuito de resolver o problema da restricdo de memdria, os tiles da imagem sao distribuidos e
processados por hardwares na cloud (servico de cloud computing da Amazon). Cada tile é pro-
cessado independentemente e faz-se uso de uma implementacdo que possibilita que, num dado
instante, apenas a parte da imagem completa (conjunto de tiles) que se pretende processar seja
armazenada na memoria (ver Fig. 2.3).

No entanto, a maioria das ferramentas de analise de imagem ndo suportam estes recursos. A
CATMAID (abordada no préximo topico, 2.1.3.2) é um dos poucos exemplos. Esta faz uso de
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uma metodologia baseada em tiles, similar a utilizada pelo PiCEIS e SIPF, para apresentar ima-
gens de microscopia tridimensional.

(=
f

Figura 2.3: Hiper-resolucio — abordagens ao problema (PiCEIS e SIPF).
a) PiCEIS — distribui¢do da imagem completa por varios processadores e interconexdo para visualizagdo,
imagem retirada de (Jones et al., 2003); b) SIPF — divisdo da imagem em tiles e implementacdo de um
pipeline baseado em Defered Execution Pattern (esquema), imagem retirada de (Powell et al., 2010, p. 3,4).

2.1.3.2 Plataformas de anélise de imagens microscopicas

Diversas plataformas baseadas na web tém sido desenvolvidas de modo a permitir a anélise de
imagens com quantidade massiva de dados. A OMERO, CellProfiler, BisQue, CATMAID, lIcy,
Fiji, entre outras, permitem a gestdo, organizacao e analise destas imagens através da web. Além
disso, disponibilizam ferramentas para efetuar anota¢fes sobre as imagens e possibilitam o arma-
zenamento de resultados estatisticos da analise. Contudo, diferem na sua abordagem. A OMERO
(Allan et al., 2012) constitui uma das maiores plataformas de armazenamento de grandes quanti-
dades de imagens de alto rendimento e respetivos dados de aquisi¢cdo de microscopio. A BisQue
(Kvilekval, Fedorov, Obara, Singh, & Manjunath, 2009) apresenta uma arquitetura mais orientada
para o servi¢o, com o objetivo de facilitar a elaboracdo, gestdo e partilha de analises de imagens
bioldgicas. Para tal, permite a execucdo de mddulos de andlise internos e externos e inclui apli-
cagdes como a BioView3D para visualizacdo de imagens 3D. A CellProfiller (Carpenter et al.,
2006), desenvolvida em Matlab, é fundamentalmente direcionada para quantificacdo de mudan-
cas em imagens bioldgicas bidimensionais. A sua principal finalidade reside na criacdo de pipe-
lines de processamento de imagem e no desenvolvimento de médulos personalizados de identifi-
cacdo de objetos e de medicdo. Assim sendo, possui e promove 0 desenvolvimento de métodos
de analise automatizada de imagens de células. A CATMAID (Saalfeld, Cardona, Hartenstein, &
Tomancak, 2009) foi especialmente desenvolvida para a microscopia tridimensional, em particu-
lar para o registo e andlise de dados sSTEM (serial section Transmission Electron Microscopy).
A Icy (de Chaumont et al., 2012) possui uma mais forte componente dedicada ao desenvolvimento
e partilha de workflows, destinados a deteccdo e classificacdo de objetos. A Fiji (Schindelin et
al., 2012) empenha-se, essencialmente, em facilitar e incentivar o desenvolvimento de novos al-
goritmos avangados de processamento de imagem. Recentemente, estabeleceu uma parceria com
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a llastik (Sommer, Straehle, Ullrich, & Hamprecht, 2011), uma ferramenta de processamento de
imagem 2D e 3D, destinada para segmentacéo e classificacdo.

Entretanto, a excecdo da OMERO e da BisQue que pretendem estender as suas versfes para in-
tegrar imagens de outras areas, estas plataformas tém como principal objetivo resolver problemas
especificos do ramo da biologia e neurobiologia (ex: CATMAID) e promover a colaboracéo entre
peritos na area. Além disso, ndo apresentam suporte para imagens multi-gigabytes. No ambito da
citologia, atualmente, a Cytomine € uma das poucas que apresenta tal funcionalidade.

Cytomine

A Cytomine é uma aplicacdo web, open-source, que permite a analise colaborativa de imagens
multi-gigapixels. Esta proporciona, entdo, uma “navegagdo” através de imagens de hiper-resolu-
cdo. Aditivamente, possui um sistema de anotagdes que permite destacar areas de interesse e as-
socia-las a uma etiqueta. Estas anota¢fes poderdo ser revistas e/ou editadas, posteriormente, caso
0 utilizador assim o desejar. Na figura 2.4 é ilustrada a interface disponibilizada pela Cytomine,
Cytomine-WebUI. Em relacdo a analise de imagem, para além de disponibilizar diversos médulos
de andlise, esta ferramenta ainda possibilita a integragcdo de novos algoritmos e workflows. Esta
caracteristica, associada a extensibilidade, compatibilidade com outros softwares e possibilidade
de partilha de informag&o entre peritos na area, apresenta-se como a grande vantagem deste soft-
ware. No contexto da citologia, a plataforma integra, também, um projeto dedicado a deteccao de
malignidade de nédulos em laminas da tiroide (Maré et al., 2016; Mormont, 2016). Nédo obstante,
a Cytomine ndo suporta todos os padrdes e formatos de imagem em microscopia. A necessidade
de estar ligado & web e a comunicagao relativamente lenta com o servidor constituem também um
outro inconveniente.

Figura 2.4: Viséo geral da Cytomine-WebUI.
a) Zoomable — visualizador de imagens multi-gigapixels com sobreposi¢cdo com anotagdes coloridas de
acordo com os termos de ontologia (dimensdo da imagem: 19968 x 25088 pixels); b) ferramentas de dese-
nho de anotacdes, incluindo varias formas e operacfes sobre poligonos. (adaptado). — Fonte: imagem e
texto retirados de (Maré et al., 2016, p. 1398).
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2.2 Contextualizacéo

A instituicdo parceira deste projeto, o Ipatimup (site oficial), constitui uma associacdo privada
sem fins lucrativos, um dos primeiros Laboratorios Associados do Ministério da Ciéncia e Ensino
Superior, cujo principal objetivo consiste em compreender as causas e evolucao de doencas on-
coldgicas humanas. Os seus inimeros artigos publicados e resultados importantes relacionados
ao cancro gastrico, esofagico, entre outros, tornam-no uma instituicdo de investigacéo de cancro
de renome ndo s6 portugués como europeu.

Atualmente, no Ipatimup, o processo de rastreamento de amostras de células é realizado manual-
mente, quer via microscépio (Leica DM 2000 LED), por analise de laminas fisicas, quer compu-
tacionalmente, com recurso aos softwares D-Sight Viewer e SlidePath Gateway, analisando as
imagens digitalizadas das I[aminas. Em ambos os casos ndo é possivel uma analise exaustiva de
toda a 1dmina. Habitualmente, seleciona-se um conjunto de regides/areas de interesse e com base
na analise destas é efetuado o diagndstico (ver seccdo 2.1), sendo que, em média, um patologista
analisa um total de 250 l&minas por dia. Este processo apresenta uma subjetividade inerente, re-
velando-se ainda uma tarefa exigente e até mesmo desgastante para quem o realiza.

Em relagdo a andlise procedida computacionalmente, a digitalizacdo das laminas (normalmente
efetuada a uma ampliacdo de x40) é realizada minuciosamente por forma a abranger todo o con-
tetdo da lamina, resultando, deste modo, em imagens de hiper-resolucgdo, tipicamente da ordem
das dezenas de gigapixels. A analise de uma Unica imagem tem a duragdo média de aproximada-
mente 5 minutos, sendo que diariamente sdo analisadas cerca de 100 imagens. O software D-Sight
Viewer (microscopio digital disponibilizado pelo fornecedor do scanner D-Sight) permite a visu-
alizacdo da imagem digital e, devido a sua grande dimensdo, fornece uma indicacdo da &rea da
Iamina que se encontra em analise. Adicionalmente, permite realizar medi¢Ges de pequenas areas
e efetivamente adicionar algumas anotacgdes. Este possibilita ainda guardar a imagem no formato
JPEG2000. No entanto, a qualidade de imagem exibida pelo software se encontra pouco adequada
e insuficiente para a realizacdo da analise visual da lamina. Além disso, D-Sight Viewer apresenta
outras importantes limitacGes, entre as quais: ndo dispde de ferramentas de apoio estatistico a
andlise da imagem, proporcionando somente uma pesquisa ao longo da mesma e medicgdes de
pequenas areas; durante a navegacao pela imagem néo fornece a informacé&o referente as regides
da mesma ja analisadas/observadas; e, consequentemente, ndo possibilita o registo das areas ana-
lisadas. O software SlidePath Gateway (disponibilizado para livre download pela Leica Microsys-
tems), por seu lado, exige uma alta ampliagdo para uma correta visualizacdo dos componentes
bioldgicos de interesse. A titulo de exemplo, um elemento na lamina que se vé bem a uma ampli-
acdo de x4 no microscopio so € visto com a mesma nitidez no software a uma ampliacéo de x12.
Tendo em conta que quanto maior a ampliacdo maior o tempo de varrimento da lamina, tal am-
plificagdo leva a um consideravel aumento da duragdo do processo.
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Face as limitagdes apresentadas pelos softwares, a analise é realizada preferencialmente via mi-
croscopio. Néo obstante, a falta de comodidade ao efetuar a analise computacionalmente é a prin-
cipal razdo pela qual opta-se pelo microscopio ético. O Leica DM 2000 LED possui um design
ergonémico, sendo facilmente ajustavel e manejavel. O seu mecanismo de focagem sofisticado e
a sua alta qualidade ética levam a que a profundidade e o campo de visdo por ele assegurados
sejam relativamente superiores aos obtidos com os softwares.

2.3 Trabalhos relacionados

Neste topico serdo abordados os mais pertinentes trabalhos e aplicacfes relacionados e inseridos
no d&mbito deste projeto. Apesar das diversas interfaces atualmente desenvolvidas, que incluem
funcionalidades exploradas ao longo desta dissertagdo, a SLDC constitui a ferramenta cujos pro-
positos e fundamentos se assemelham mais aos do presente projeto.

2.3.1 Interfaces para navegacao de imagens microscopicas

Recentemente, devido a muito alta defini¢do das imagens digitalizadas e por questdes de formato
proprietario das mesmas, a maioria dos fornecedores de scanners de laminas microscépicas pro-
videncia visualizadores juntamente com seus scanners, como, por exemplo, o Leica Image Scope,
0 Omnix Viewer e o Pannoramic Viewer, disponibilizados pelos provedores Leica, Omnix e Pan-
noramic, respetivamente. Além disso, diversos visualizadores e interfaces se encontram disponi-
veis na web para livre download, afirmando proporcionarem uma boa qualidade de imagem e
diversas ferramentas de analise de imagens microscopicas. Entretanto, todos enfrentam um pro-
blema comum, a inexisténcia de um formato standard de imagem na microscopia. Este problema,
dada a sua particular relevancia para comunicacdo entre equipamentos de imagem e softwares
computacionais, tem sido abordado pelo DICOM (Digital Imaging and Communications in Me-
dicine) cuja finalidade é padronizar a formatacdo de imagens diagndsticas. Em (Tuominen &
Isola, 2009) é sugerido o formato JPEG2000 como o formato standard.

As interfaces para navegacao de imagens microscopicas multi-gigapixels tém, de facto, constitu-
ido uma tematica que vem despertando bastante interesse, sendo alvo de inimeros estudos. Em
particular para a citologia e histologia, diversos modelos de interfaces tém sido apresentados e
desenvolvidos, tanto para fins clinicos, de pesquisa ou educacionais. Um dos mais atuais é o
apresentado em (Ruddle, Thomas, Randell, Quirke, & Treanor, 2016). A grande particularidade
da interface relatada consiste no facto de exceder os parametros estabelecidos tanto para a dimen-
sdo da overview como para a diferenca de escala entre a overview e a vista de detalhe. Isto, em
conjunto com o facto de possuir diversos mecanismos de panning e zooming, facilitando a nave-
gacdo, permitiu obter duracfes de analise praticamente iguais as obtidas com um microscépio
otico convencional. Além disso, o estudo apresenta, também, uma versao da interface destinada
a navegacao de colecdes de imagens multi-gigapixels. Entretanto, interfaces como estas requerem
a colaboragdo com diversos patologistas, especialistas em diversas areas computacionais, como
engenharia de software, e também envolvem um grande investimento financeiro em tecnologias
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computacionais, o que se encontra fora do escopo desta dissertacdo. Ademais, estas interfaces
propdem apenas uma alternativa a visualizacao efetuada via microscépio, ndo explorando outras
importantes funcionalidades, tal como ferramentas para realizacdo de anotacGes ou que confir-
mem a cobertura de toda Iamina, atualmente ndo proporcionadas pelo microscopio, mas sim pela
patologia digital. Nao obstante, interfaces como as propostas neste trabalho evidenciam que a
patologia digital, se ja ndo €, sera no futuro proximo a melhor forma de efetuar o diagndstico.

2.3.2 SLDC

A SLDC (Segment-Locate-Dispatch-Classify), desenvolvida por Romain Mormont (2016), re-
sulta da sequéncia de duas teses de mestrado. A primeira tese, realizada por Antoine Deblire, foi
dedicada ao desenvolvimento de um workflow de processamento de imagem para detetar células
com inclusBes e padrdes arquitetdnicos proliferativos em Iaminas de amostras da tiroide. A de-
teccédo passava pela implementagdo de dois procedimentos distintos: segmentacgao por colour de-
convolution® e opera¢des morfoldgicas; e posterior classificacdo utilizando machine learning. Na
sequéncia, Jean-Michel Begon implementou um workflow genérico, baseado neste mesmo pa-
dréo, segmentacdo e classificacdo. Aquando da sua tese, Mormont re-trabalhou, ent&o, este Gltimo
workflow. Por conseguinte, segundo Mormont, a SLDC consiste numa estrutura genérica, desti-
nada a detecc¢do e classificacdo automatica de objetos em imagens de grande dimensao. Esta faz
uso das bibliotecas da linguagem Python e do paralelismo para suportar a manipula¢éo de ima-
gens multi-gigapixels. A imagem é dividida em tiles, de modo que s6 uma parte da mesma é
armazenada na memoria de cada vez. Em ordem a abranger um extenso campo de aplicagdo, a
framework possibilita que os algoritmos de segmentacao e classificacdo sejam adaptados/imple-
mentados pelo utilizador consoante o problema que pretendam resolver. O output resume-se na
informacéo da forma e localizag&o de cada objeto e uma etiqueta de classificacdo. Durante a exe-
cucdo do programa é fornecida ao utilizador a informacao sobre o progresso, a duragdo de cada
etapa e possiveis erros. Além disso, permite executar sequéncias de workflows numa mesma ima-
gem. Uma vez que a sua implementac&o foi realizada em colaboragdo com a Cytomine (ver sec-
cdo 2.1.3.2), o desempenho da estrutura foi avaliado na deteccdo de malignidade do nédulo tiroi-
diano em imagens de laminas inteiras disponibilizadas pela plataforma. Embora os resultados
tenham sido satisfatérios e igualmente promissores, a SLDC apresentou significativas falhas, no-
meadamente consideraveis casos de sub-segmentacdo? e classificacdo errénea de objetos. Inclu-
sive, Mormont, na sua dissertacdo, especifica um conjunto de elementos a serem melhorados,
tanto a nivel da framework como a nivel dos workflows?, direcionados a eventuais desenvolvi-
mentos futuros.

1O colour deconvolution é um método utilizado na microscopia de campo claro para obter imagens que
representam a concentracdo dos corantes a partir da imagem a cores da amostra bioldgica corada.

Z A sub-segmentacéo corresponde ao caso em que o objeto é maior do que a Unica regido correspondente
determinada pela segmentacéo.

3 Neste contexto, um workflow é um algoritmo que, coordenando a execucéo de outros algoritmos, permite
a deteccao e classificacdo de objetos contidos em imagens (Mormont, 2016).
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A SLDC apresenta uma solucédo para lidar com imagens de grande dimenséo e prop&e um algo-
ritmo de detecgdo/segmentacdo automatica de objetos em imagens de Iaminas da tiroide. Porém,
tal como acima referido, necessita de significativas melhorias. Além do que, apoio a anéalise as-
sistida, como facilitar a exploracdo da imagem e permitir a realizacdo e revisdo de anotacdes,
objetivo deste projeto, ndo é abordado por esta ferramenta. Conquanto, esta sublinha a necessi-
dade de desenvolvimento de ferramentas com aplicacdo em citologia, capacitadas para lidar com
imagens microscopicas multi-gigapixels.
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CAPITULO

METODOLOGIA

Este capitulo é constituido fundamentalmente por 3 secc¢des, abordando o desenvolvimento de
uma ferramenta computacional para processamento de imagens digitalizadas de laminas de bi6-
psia. Na primeira sec¢do introduz-se as técnicas de referéncia para processamento de imagem no
cenario da microscopia, assim como justifica-se a utilizagdo do Matlab como linguagem compu-
tacional para a implementacdo da aplicagdo constituida pelas interfaces de apoio a analise assis-
tida de imagem e de segmentacdo automatica de nucleoides cujos aspetos relevantes (suas prin-
cipais funcionalidades e respetivos beneficios) sdo, respetivamente, sumariados nas duas Gltimas
secgOes deste capitulo. O desenvolvimento de cada uma das interfaces constituiu, portanto, uma
fase do procedimento algoritmico, exigindo ambas uma grande capacidade computacional. Por
questdes de visualizagdo (resolucdo de ecré e qualidade de imagem) e por forma a evitar a sobre-
carga computacional, a estacdo de trabalho consistiu huma OS X EIl Capitan, especificamente
uma iMac (27-inch, Mid 2010), possuindo uma resolucdo de 2560 x 1440. Tendo em conta, a
priori, a necessidade de pré-processamento de imagem, a metodologia aplicada baseou-se na di-
visdo de imagem em blocos (subimagens) uma vez que a grande dimensao das imagens digitali-
zadas torna impraticavel qualquer tentativa de processamento e/ou pesquisa em tempo Util.

3.1 Ferramentas de Processamento de Imagem

Ferramentas de processamento de imagem incluem ndo s6 os métodos, as técnicas e os algoritmos
utilizados para processamento e analise de imagem, mas também a linguagem computacional que
permite a sua implementacao e sua efetiva e imediata aplicacdo. As sec¢des que se seguem abor-
dam estas questdes no ambito do processamento de imagens de microscopia.

3.1.1 Teécnicas de Processamento de Imagem

Diversas sdo as técnicas de processamento de imagem utilizadas e especialmente desenvolvidas
para a microscopia, nomeadamente para facilitar a andlise da imagem e a posterior extracdo de
contetdos de interesse (Marques, 2011; Wu et al., 2008). Os procedimentos mais comummente
aplicados séo as transformacGes geométricas, image enhancement, as operagdes morfoldgicas e a
segmentacao.
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TransformacGes geométricas

As transformagdes geométricas permitem uma transformacéo espacial da imagem. Levando em
conta que a intensidade de cada pixel ndo € alterada, corresponde simplesmente a um processo de
copia da imagem, contudo alterando as relacGes fisicas entre 0s objetos nela contidos, distor-
cendo-a espacialmente. As operacdes geométricas integram operagfes simples como translacéo,
rotacdo e escalonamento. Além destes, incluem deformacdo, redimensionamento, encolhimento,
cropping, flipping, zooming, assim como opera¢fes mais complexas, como control point map-
ping, que deformam a imagem ¢ “movem” coisas dentro dela. A especificacdo da operagdo pode
ser por formula ou por uma control grid. Posto isto, estas transformagbes sdo frequentemente
utilizadas no registo de imagem, remocéo de distorcdo e costura (Marques, 2011; Wu et al., 2008)
(ver Fig. 3.1).

a)

¢)

Figura 3.1: Transformac6es geométricas — rotacao e zooming.
A imagem em b) representa o efeito de uma rotacao a 45° da imagem em a), enquanto que em d) foi efetuado
um zooming da imagem em c). — Implementacdo em Matlab.

Image enhancement

Os métodos de image enhancement permitem melhorar a qualidade visual da imagem, ou de uma
parte dela, consistindo normalmente num processo subjetivo. O seu intuito pode ser, por exemplo,
melhorar o contraste, detetar caracteristicas/detalhes da imagem ou objetos importantes, remover
o efeito de flickering indesejado, reduzir ruido e interferéncias, e assim por diante. Deste modo,
a informacg&o contida na imagem ndo é aumentada, mas a sua posterior analise € relativamente
facilitada e muito mais precisa, permitindo assim a extracdo de contetdos de interesse (Marques,
2011; Petrou & Petrou, 2010). A imagem resultante podera, portanto, ser utilizada como input
para outras técnicas de processamento de imagem, como detec¢do, reconhecimento e segmenta-
cao (Bedi & Khandelwal, 2013). Apesar dos inimeros algoritmos de image enhancement exis-
tentes, estes se encontram divididos em duas grandes categorias: métodos de dominio espacial e
métodos de dominio da transformagdo (ex. transformada de Furier e de Wavelet). Contrast
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stretching e suas derivagoes, clipping e thresholding, bem como equalizacéo de histograma e fil-
tragem no dominio espacial, como filtragem homomorfica e filtro de mediana, sdo exemplos de
métodos pertencentes a primeira categoria. A segunda categoria, por sua vez, inclui Wiener filte-
ring e Wiener deconvolution, filtragem passa-alto e passa-baixo no dominio da frequéncia, Wave-
let thresholding, entre outros (Kaur & Nancy, 2013; Maini & Aggarwal, 2010; Wu et al., 2008)
(ver Fig. 3.2).

Figura 3.2: Image enhancement — ajuste de contraste e equaliza¢éo de histograma.

a) Imagem original; b) melhoria da qualidade visual da imagem por ajuste de contraste; c) conversdo da
imagem para tons de cinzento; d) equalizacdo de histograma da imagem em c), realgando os nucleoides
embutidos na imagem. — Implementacdo em Matlab.

Operagoes morfoldgicas

O processamento morfoldgico tem especial interesse em microscopia, particularmente em diver-
sas técnicas de processamento de imagens binérias e em graus de cinzento, como segmentacao,
filtragem e reconhecimento de padrdes. O principio basico consiste na utilizacdo de um elemento
estruturante (matriz de pixels designada por kernel), minuciosamente escolhido (sua forma e ta-
manho), para “sondar” a imagem por forma a extrair informac6es geométricas e topoldgicas. Por
conseguinte, as operacdes morfologicas tém sido amplamente utilizadas para fornecer ferramen-
tas para representar, descrever e analisar formas em imagens e no pré ou pos-processamento de
imagens contendo formas de interesse. As operacdes basicas, ou ditas primarias, sao a eroséo e a
dilatacdo. Operacfes como abertura, fecho, hit-and-miss, reconstru¢fes morfoldgicas, preenchi-
mento de buracos e extragdo de contornos podem ser obtidas por combinac@es destas. Das diver-
sas transformagdes morfoldgicas, convém ainda referir a watershed, de fundamental importancia
para a segmentacdo morfolGgica de imagens, e a esqueletizacdo, frequentemente utilizada para
segmentacdo e analise de formas (Marques, 2011; Wu et al., 2008) (ver Fig. 3.3).
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Figura 3.3: Operacdes morfoldgicas — preenchimento de buracos e filtragem area opening.
a) Imagem resultante de segmentacdo por thresholding; b) pds-processamento da imagem com preenchi-
mento de buracos e filtragem area opening de 500 pixels (eliminacédo/filtragem de objetos com area inferior
a 500 pixels). — Implementacdo em Matlab.

Segmentacéo

A segmentacdo pode ser designada como “a key step” para a analise de imagem (Jain, 1989) e,
na sequéncia, um dos principais problemas no processamento de imagem. lluminacdo ndo uni-
forme, sombras, sobreposicéo entre objetos e baixo contraste entre objetos e o fundo s&o exemplos
de fatores que dificultam este processo (Marques, 2011). A segmentacdo €, entdo, definida como
a divisdo de imagem em regides homogéneas, ndo sobrepostas, cujos pixels possuem um deno-
minador (atributo) em comum, como intensidade, textura ou cor. Estas regides idealmente cor-
respondem aos objetos, e suas partes significativas, e ao fundo. Tarefas subsequentes como inter-
pretacdo, reconhecimento e classificacdo de objetos dependeréo fortemente da qualidade do pro-
cesso de segmentacdo. As abordagens utilizadas passam, geralmente, pela tentativa de identificar
regides (ex. thresholding, region growing, region merging e region splitting) ou limites dos obje-
tos na imagem (ex. edge detection), constituindo duas perspetivas diferentes, contudo comple-
mentares (Bala, 2012; Petrou & Petrou, 2010; Wu et al., 2008) (ver Fig. 3.4).

Figura 3.4: Segmentacéo — thresholding e edge detection.
a) Imagem original; b) resultado de segmentacdo por thresholding do canal S (saturacdo) da imagem no
formato HSV, seguido por uma area opening de 1300 pixels; ¢) imagem resultante de edge detection utili-
zando o método prewitt, seguido por uma area opening de 500 pixels. — Implementagdo em Matlab.

3.1.2 Linguagem computacional

Uma das questdes primordiais relacionadas com o desenvolvimento de um software de processa-
mento de imagem consiste na sele¢do da linguagem computacional na qual sera implementado.
Este trabalho foi desenvolvido utilizando Matlab (MATrix LABoratory), linguagem de programa-
c¢do de quarta geracao escrita em C, C++ e Java.
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Matlab

Trata-se de um software altamente sofisticado e de elevada performance, direcionado para o cél-
culo numérico, que permite expressar problemas tanto de forma numérica como graficamente. A
sua aplicabilidade é bastante vasta, abrangendo &reas da ciéncia, matematica e engenharia
(Sigmon, 1993).

A imagem mais ndo é do que uma matriz. Sendo o Matlab uma multiplataforma essencialmente
destinada ao calculo e a manipulacdo matricial, pode-se inferir que € um programa orientado para
0 processamento e analise de imagem. De facto, esta aplicacdo disponibiliza a Image Processing
Toolbox, uma caixa de ferramentas inteiramente desenvolvida para processamento de imagem,
integrando algoritmos e aplicativos especificos que permitem a execucdo de procedimentos de
segmentacdo, image enhancement, redugéo de ruido, transformagGes geométricas, entre outros.
Assim sendo, técnicas bem conhecidas de processamento de imagem, como a grande maioria das
operagdes morfoldgicas e métodos de filtragem, sdo funcBes internas do programa. Ademais, ver-
sBes mais recentes do Matlab disponibilizam a Parallel Computing e a Database Toolbox, que
oferecem solugdes alternativas para problemas que envolvem uma enorme quantidade de dados
(considerados problemas de parallel e distributed computing). Assim, além dos habituais com-
putadores, a plataforma inclui a utilizagéo de outros hardwares, como GPUSs, clusters e clouds, e
permite a criacdo e 0 acesso a multiplas bases de dados, possibilitando o aceleramento do codigo
e lidar com dados que ndo podem ser armazenados na memoria, designados por “big data”. No
contexto de Imagem Biomédica, o software apresenta ainda suporte para ficheiros DICOM (fi-
cheiros contendo imagens e respetivos dados de procedimento de imagem médica).

Matlab, como sistema interativo, integra 0 GUIDE (Graphical User Interface Development En-
vironment), um ambiente drag-and-drop, escrito em linguagem C, que proporciona o desenvol-
vimento de interfaces graficas de utilizador (GUIs - Graphical User Interfaces). O GUIDE Layout
Editor, permite determinar o aspeto da interface que sera apresentada ao utilizador, disponibili-
zando uma grande variedade de componentes GUI, como painéis, botbes, campos de texto, sli-
ders, menus e assim por diante. Simultaneamente, 0 GUIDE gera automaticamente um M-file que
controla o funcionamento da GUI (Mathworks, 2011).

3.2 Interface de apoio a analise assistida de imagem

No ambito desta dissertacao, propds-se a desenvolver uma interface que permita uma apropriada
visualizacdo, exploracdo e anélise de imagens microscopicas de hiper-resolucdo, designada ao
Ipatimup como utensilio de apoio a analise assistida de laminas de bidpsia. Com vista a alcancar
tais intentos, este software foi estruturado de modo a:

e Prover comodidade na analise computacional das imagens;
e Permitir analises (exibicdo de imagem com boa qualidade) a ampliacdes inferiores ou
iguais as utilizadas nos softwares em uso no Ipatimup;

e Facilitar a “navegacdo” ao longo da imagem;
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e Otimizar a duracdo de anélise;

e Fornecer uma indicacdo das zonas da lamina ja analisadas/observadas;

e Possibilitar a exportacdo de subimagens referentes a regides de interesse da lamina. A
informag&o sobre as areas da ldmina analisadas, bem como toda a informagdo da mesma
deverdo, também, ser passiveis de ser guardadas;

e Permitir a realizacdo e revisdo de anotagdes, como assinalar células ou grupos celulares;

o Dispor de ferramentas de apoio estatistico a andlise.

A interface foi denominada IPathScope (Ipatimup PATHology microSCOPE). As imagens utili-
zadas para o seu desenvolvimento consistiram em l&minas de bidpsia digitalizadas a uma ampli-
acdo de x40, disponibilizadas pelo Ipatimup num ficheiro contendo a imagem com a extensdo
.jp2, formato JPEG2000 na qual foram trabalhadas.

3.2.1 Visualizacado e Sub-Amostragem

O processamento de uma imagem de microscopia inicia-se com a sua visualizagdo no ecrd. A
qualidade do processamento e a subsequente analise sdo fortemente dependentes da correta visu-
alizacdo da imagem. Para mais, trata-se de um mecanismo de fundamental interesse para inter-
pretacdo de resultados, isto é, perceber e confirmar os dados numéricos (Marques, 2011). As
principais caracteristicas que determinam a qualidade de um sistema de exibigdo sdo a dimenséo
do ecrd e da maior imagem digital que o sistema pode manipular, a resolucédo espacial e fotomé-
trica (capacidade para produzir o brilho correto em cada posicéo de pixel), a resposta de baixas e
altas frequéncias e as caracteristicas de ruido do ecra (Wu et al., 2008).

Sub-amostragem e sobre-amostragem (do inglés downsampling e upsampling) sdo duas opera-
¢Bes fundamentais e amplamente utilizadas na visualizacdo de uma imagem. A sub-amostragem
consiste na reducdo da resolucdo espacial da imagem, por outras palavras, reducdo da imagem
digital por remogé&o de pixels (reamostragem a uma baixa frequéncia). A sobre-amostragem cons-
titui o contrério, ou seja, aumento da resolucéo espacial da imagem (reamostragem a uma alta
frequéncia) (Youssef, 1999; Zhang, Zhao, Zhang, Xiong, & Gao, 2011). Estes métodos represen-
tam o contrério um do outro, mas ndo o inverso, pelo que lhes é inerente a perda de informacéao
da imagem original. Contudo, quando devidamente executados, permitem o redimensionamento
da imagem de modo a se adaptar apropriadamente a dimensao do ecrd. As imagens de laminas de
microscopio podem estar sujeitas a diferentes ampliacdes, ou melhor dizendo, ao seu redimensi-
onamento em diferentes fatores de escala.

3.2.1.1 Técnicas de Sub-Amostragem

Ao longo dos anos, diversos estudos foram apresentados pretendendo ndo s6 explicar os funda-
mentos e a importancia da sub-amostragem como também propor uma metodologia para a sua
aplicagdo que permita preservar a qualidade da imagem e a informag&o nela contida. No entanto,
este objetivo tem sido grandemente dificultado pela enorme diversidade de contetdo que uma
imagem pode conter e de fins a que podera ser destinada. Yussef (1999) apresentou o que seria 0
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esquema ideal de sub/sobre-amostragem. A teoria subjacente é a de que a sub-amostragem deve
ser precedida por uma pré-filtragem e a sobre-amostragem seguida por uma pos-filtragem.
Quando ambas as filtragens sdo realizadas por um filtro passa-baixo com frequéncia de corte igual
ametade da frequéncia de amostragem, o efeito de aliasing® resultante € minimo. Este apresentou,
conjuntamente, uma comparacdo entre varios filtros de interpolacdo, entre 0s quais destacou o0s
filtros binomiais, por ele propostos, e wavelet biorthogonal como os mais indicados para compor
o0 esquema. Na mesma linha de raciocinio, Frajka e Zeger (2004), baseando-se igualmente na
resposta de frequéncia dos filtros, destacaram, uma vez mais, os filtros Wavelet pela sua relativa
superior eficiéncia comparativamente a métodos como a transformada discreta de cosseno. Além
disso, demonstraram que cada método de sub-amostragem possui uma “assinatura” particular que
pode ser identificada na imagem reduzida. Partindo deste principio, apresentaram uma metodo-
logia para estimar a técnica de sub-amostragem utilizada, de modo a aferir o filtro mais adequado
para a realizagdo da sobre-amostragem. Segundo estes, a recuperagdo completa da imagem origi-
nal s6 é possivel quando ambas as operagdes sdo efetuadas com o mesmo filtro de interpolacao.
Zhang e outros (2011) reforgaram esta ideologia e propuseram o algoritmo interpolation-depen-
dent image downsampling para determinar a imagem sub-amostrada ideal para um dado método
de interpolagdo (sobre-amostragem), de forma a minimizar a perda de informag&o da imagem.

Numa perspetiva diferente, em (Lehmann, Gonner, & Spitzer, 1999; Pan, Yang, & Tang, 2012;
Thévenaz, Blu, & Unser, 2009) foram realizadas extensivas revisoes sobre filtros de interpolagao,
conferindo ao filtro B-Spline uma certa superioridade relativamente aos mais comummente utili-
zados, como bilinear, bictbica e nearest neighbor. O B-Spline de ordem zero é praticamente in-
distinguivel do nearest neighbor. Quando de ordem um, € idéntico ao bilinear. Ademais, o B-
Spline cardinal de ordem superior tende para o filtro sinc, dito filtro de interpolacao ideal. Inclu-
sive, Thévenaz e outros, para realgar a sua teoria, disponibilizaram um algoritmo para auxiliar na
aplicagdo do filtro B-Spline.

Roszkwiak e outros (2016) realizaram um estudo mais especifico, para determinacéo do filtro de
interpolagdo mais apropriado para o redimensionamento de imagens de laminas de histologia de
grande dimensdo. Requisitos adicionais como a preservacdo de caracteristicas importantes para
um posterior processamento (segmentacao) e o tempo de execucdo foram igualmente tidos em
consideracdo. O filtro B-Spline apresentou, novamente, a maior semelhancga entre a imagem ori-
ginal e a imagem redimensionada, tendo sido considerado, também, um dos métodos de interpo-
lagdo mais rapidos. Porém, como filtro passa-baixo, leva a uma pequena desfocagem das arestas,
causando alguma perda de textura. Além disso, pode provocar mudancas na cor de imagens em
formato RGB, 0 que, em conjunto, o torna menos adequado para segmentacdo baseada em cor e
textura. Para este fim, os mais indicados seriam os filtros sinc, catmull-rom e lagrange.

! Tendo sido realizada a sub-amostragem, o aliasing consiste na sobreposicéo das repeticdes do espectro
da imagem no dominio da frequéncia. Tal facto resulta da impossibilidade de respeitar o ritmo de Nyquist
na amostragem da imagem. O efeito visual resultante é uma imagem desfocada, com uma significativa
perda de textura e muito menos nitidez, onde objetos muito préximos sdo praticamente indistinguiveis.
Aquando da ocorréncia deste fendmeno, é impossivel a recuperacdo da imagem original.

23



3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 3.2. Interface de apoio a analise assistida de imagem

Em (Rubinstein, Gutierrez, Sorkine, & Shamir, 2010) encontra-se ainda uma abrangente revisdo
e comparacdo de técnicas de redimensionamento de imagens dos midia, como Sean-Carving,
Cropping windows, Shift-map, Scale-and-Stretch e Multi-operator (MULTIOP). Estas técnicas
mais complexas tém sido amplamente exploradas/utilizadas uma vez que a imagem resultante de
métodos de redimensionamento de imagem habitualmente utilizados, baseados, por exemplo, no
filtro de interpolacgdo bilinear, ainda se encontra muito aquém da imagem original. Ademais, 0s
autores salientaram a dificuldade existente em encontrar uma medida de comparacgdo entre a ima-
gem original e a redimensionada.

3.2.1.2 Metodologia de Sub-Amostragem

A correta visualizagdo da imagem é de fulcral importancia para sua a anélise visual. No &mbito
da patologia digital, a qualidade da imagem constitui um dos fatores cruciais para um correto e
preciso diagnostico. A vista disso, o pretendido com o visualizador foi proporcionar uma confia-
vel representacdo da imagem, por outras palavras, propiciar uma representacdo apropriada da
imagem tdo “transparente” quanto possivel. Contudo, as imagens de I[&minas microscépicas tém
dimens@es extremamente grandes e durante o diagnoéstico, muitas vezes, € necessario o redimen-
sionamento da imagem (mudanca de fator de ampliag&o), o que pressupde a sua sub-amostragem.
Para imagens de alta-resolucgdo, &, portanto, necessario que esta seja realizada de forma adequada
de modo que as caracteristicas de interesse possam permanecer eminentes e que néo haja efeitos
de aliasing (ver nota de rodapé 1), nem distorcao do real contetdo da imagem.

Com o intuito de evidenciar os problemas de aliasing, foi criada no Matlab uma imagem de teste
(com a dimensdo de 11264 x 11264 pixels), contendo diferentes padrdes, apresentando simulta-
neamente altas e baixas frequéncias, sendo, deste modo, apropriada para salientar os efeitos do
processo de sub-amostragem. Os padrfes consistiram em riscas horizontais e verticais, com 1 e
22 pixels de espessura, e riscas nas duas diagonais, com igualmente 1 e 22 pixels de espessura.
Como se pode constatar na figura 3.5, a grande dimensao da imagem impde a realizacdo de uma
sub-amostragem da mesma, 0 que, por sua vez, ndo deverda distorcer nem ocultar a informacéao
nela contida. Contudo, a figura revela uma sub-amostragem realizada sem nenhum cuidado rela-
tivamente ao teor da imagem. A exibig&o inicial da imagem (Fig. 3.5a) encobre os padrfes de 1
pixel de espessura e somente apds um elevado nivel de zoom (Fig. 3.5¢) é que estes se tornam
“transparentes”. Sem efetuar uma série de zooms, ¢ impossivel observar/identificar ou até mesmo
deduzir a presenca destes padroes embebidos na imagem. Por conseguinte, o aliasing apresentado
pelo visualizador do Matlab é um exemplo tipico que evidencia a necessidade de um pré-proces-
samento (pré-filtragem) da imagem previamente a sua exibicdo no ecré.
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Figura 3.5: Sub-amostragem pelo visualizador do Matlab.
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nivel de zoom — x108.

Foi, portanto, necessario aperfeicoar o método de sub-amostragem de forma a evitar este tipo de
problemas. Técnicas como as referidas na secgéo anterior (3.2.1.1) foram exploradas de modo a
evitar o efeito de aliasing que podera resultar da reducao da resolucdo espacial da imagem para
visualizagdo no ecrd. Uma das abordagens utilizadas baseou-se na realiza¢do da sub-amostragem
recorrendo aos filtros de interpolacdo disponibilizados no Matlab, especificamente nearest neigh-
bor, bilinear (interpolacdo linear a 2 dimensdes), bicubica, caixa (média ponderada em que 0s
pesos possuem o mesmo valor) e lanczos (aproximacao do filtro sinc), tendo-se concluido que o
mais indicado € o filtro de interpolacéo bicubica. A qualidade de imagem apresentada pela inter-
polacdo bicubica foi notavelmente superior a apresentada pelas interpolagdes nearest neighbor,
bilinear e caixa, nomeadamente uma maior preservacao de contraste e das arestas. Comparativa-
mente ao filtro lanczos, além de uma qualidade de imagem igual ou ligeiramente superior, a bi-
cUbica apresentou ainda uma maior eficiéncia computacional. A figura 3.6 comprova como uma
apropriada pré-filtragem da imagem, utilizando, por exemplo, a interpolagdo bicubica, fornece
uma mais justa e confidvel representacdo da imagem do que simples remocéo de pixels, na qual,
muitas vezes, somente pixels brancos ou pretos sdo retidos. Na impossibilidade de representar um
padrdo preto e branco, o tom de cinzento é uma representacdo muito mais fiel da imagem do que
puramente o branco ou o preto.
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Figura 3.6: Sub-amostragem precedida por pré-filtragem utilizando interpolagdo bicubica.
Imagem (1080 x 1080 pixels) resultante de: a) sub-amostragem pura — remocéo de pixels; b) sub-amostra-
gem utilizando o filtro de interpolagéo bicubica disponibilizado no Matlab.

7))\

Uma abordagem diferente consistiu em preceder a sub-amostragem com uma pré-filtragem passa-
baixo no dominio da frequéncia. Para este caso, 0 procedimento baseou-se na pré-filtragem da
imagem com um filtro butterworth de quarta ordem, bem como com o filtro de interpolag&o cir-
cular, também designado de filtro de interpolacéo ideal. A escolha da frequéncia de corte foi feita
tendo em conta o fator de reducdo da imagem. Uma vez que a imagem original foi redimensionada
para a dimens&o de 1080 x 1080 pixels, foi aplicado um fator de reducéo de aproximadamente 10
vezes. Desta forma, respeitando o teorema de Nyquist, a frequéncia de corte foi estabelecida como
sendo 1080 / (2 x 11264) = 1 / (2 x 10). Conquanto, ambos os filtros constituem filtros passa-
baixo, e como tal, é habitualmente presumivel o efeito de blurring? na imagem resultante. O ob-
servado foi que este fendmeno é consideravelmente mais proeminente no caso do filtro circular
do que no do butterworth. Tal facto ja era de esperar tendo em conta que, apesar de possuir as
propriedades ideias de um filtro de interpolacdo, o filtro circular no dominio da frequéncia cor-
responde a funcdo sinc no dominio espacial. Esta, por sua vez, consiste numa funcao oscilatdria,
espacialmente ilimitada, que, dada a impossibilidade de ser reproduzida com exatiddo, introduz
uma quantidade apreciavel de aliasing e blurring na imagem.

No entanto, os melhores resultados obtidos com as duas abordagens, utilizando os filtros bictbica
e butterworth, ndo apresentaram diferencas significativas em termos de qualidade de imagem.
Consequentemente, por questdes de eficiéncia (exigéncia computacional) e praticidade, optou-se
pelo filtro de interpolacdo bicubica. A implementacdo da interpolacdo bicubica presente no
Matlab baseia-se na técnica de interpolacéo desenvolvida por Keys (1981), usufruindo das pro-
priedades de separabilidade e simetria. Comparativamente a interpolagéo bilinear que aplica a

2 O efeito de blurring geralmente ocorre conjuntamente com o aliasing e corresponde a uma desfocagem
da imagem. No contexto da sub-amostragem, a imagem sub-amostrada resultante é consideravelmente mais
“suave” que a original.
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média ponderada de 4 pixels, o valor de cada pixel interpolado utilizando a bicubica é determi-
nado tendo em conta o valor dos seus 16 vizinhos mais préximos, sendo estes pesados de acordo
com a sua distancia ao pixel em causa. Como uma funcdo interna do Matlab, esta se encontra
otimizada pelos desenvolvedores do programa, apresentando um satisfatério compromisso entre
complexidade e resultado (Roszkowiak et al., 2016). Desta forma, o seu tempo de execucgdo é
relativamente inferior ao da implementagdo direta da sua formula, apresentada de seguida para o
caso unidimensional (ver Eq. 3.1).

3 5
§|x|3—§|x|2+1, para0 < x <1

fx) = (3.1)

13,5 1
—Elxl +§|x| —4|x| + 2, paral <x <2

0, caso contrario

3.2.1.3 Pré-Processamento

Durante o diagnostico, frequentemente, o patologista deseja observar/analisar uma regido de in-
teresse ou um elemento biol6gico numa mais elevada ampliagdo, o que sugere a ampliacdo de
toda a imagem microscopica. No entanto, a imagem digital na sua resolu¢éo nativa contém bilides
de pixels, o que acarreta longos tempos de processamento intrataveis (caso inteiramente carregada
na memoria). Para contornar este inconveniente, a abordagem utilizada baseou-se no paradigma
divisdo e conquista (do inglés divide and conquer), ou seja, em proceder ao redimensionamento
da imagem fragmento a fragmento. Assim sendo, a imagem foi dividida em blocos (subimagens)
de modo a permitir que regides de interesse pudessem ser efetivamente processadas e analisadas.
De forma a permitir a analise em diferentes graus de detalhe, o particionamento foi realizado para
diferentes fatores de ampliagdo. Seguindo a l6gica do microscopio convencional, quanto maior a
ampliacdo, menor o campo de visdo e maior o grau de detalhe, em consequéncia, menor foi a
resolucdo dos blocos extraidos da imagem. Entretanto, dada as dimensdes extremamente grandes
da imagem de origem, os blocos resultantes deste procedimento possuiram ainda uma alta reso-
lucéo e necessitaram de ser sub-amostrados por forma a serem adequadamente visualizados no
ecrd. Por conseguinte, caso o utilizador pretenda analisar uma nova imagem, este tera inicialmente
gue a importar, de modo a que seja efetuado o pré-processamento necessario a sua analise. Du-
rante a importacdo da imagem sdo, entdo, gerados os seus respetivos blocos para as diferentes
ampliacOes e efetuada uma apropriada sub-amostragem de cada um deles. Esta operagdo € facul-
tada através do botdo Import image.

O botdo Import image permite selecionar as imagens a serem analisadas, que em seguida sdo
divididas em blocos, e estes Gltimos simultaneamente sub-amostrados. Os blocos, juntamente
com uma imagem reduzida, representativa da imagem original, sdo armazenados numa matriz de
estrutura (uma structure array, ficheiro .mat do Matlab) que, por sua vez, é guardada numa pasta
com o nome da imagem em causa. Este ficheiro se encontra inserido numa pasta “mae”, denomi-
nada Ipatimup files, na qual estardo localizados todos os ficheiros das imagens ja pré-processadas
(que poderao ser acedidos através do botdo Open Image). Esta tltima é automaticamente criada
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na primeira utilizacdo do programa, por recurso a variaveis ambientes, encontrando-se localizada
na subdiretoria Documents do utilizador. A variavel ambiente HOME/HOMEPATH (consoante
se trata ou ndo de um sistema operativo Unix, respetivamente) permite identificar a diretoria prin-
cipal do utilizador e, na sequéncia, efetuar a criacdo de um ficheiro em qualquer subdiretoria.

Os detalhes de cada etapa do pré-processamento sdo apresentados de seguida.
Etapas do pré-processamento
Para cada imagem selecionada:

1. Dé-se inicio ao processo iterativo de geracdo dos blocos respeitantes a cada fator de amplia-
cdo, isto é possivel através de uma variavel que a cada iteracao recebe um valor indicando
qual o fator. De modo a obter uma correspondéncia com o microscopio 6tico convencional,
foram empregues as principais ampliagdes nele utilizadas, nomeadamente de x4, x10, x20 e
x40, incluindo ainda a amplia¢do de x2. Por forma a também propiciar um campo de visao
equivalente ao do microscépio, a dimensdo dos blocos correspondentes a cada uma das am-
pliacBes consistiu no produto entre a resolucdo do ecrd e uma constante determinada pelo
fator de ampliag&o. Deste modo, a constante foi estabelecida como sendo 10, 5, 2, 1 e 0.5 para
as ampliacBes de x2, x4, x10, x20 e x40, respetivamente, equivalendo ao fator de sub-amos-
tragem de cada bloco (ver Fig. 3.7).

Figura 3.7: Campo de visdo proporcionado por cada fator de ampliacéo.
As imagens em a), b), c), d) e d) representam, respetivamente, o campo de visdo (centrado no mesmo ponto)
apresentado para as ampliagdes de x2, x4, x10, x20 e x40. Estas imagens permitem ter uma nocéo da di-
mensdo dos blocos correspondentes a cada fator de ampliag&o.

2. Subsequentemente, logo ap6s a concepgdo de cada bloco é efetuada a sua sub-amostragem,
fazendo uso da interpolacdo bicUbica disponibilizada no Matlab (ver sec¢do anterior —
3.2.1.2). Uma vez que o visualizador integrado na interface possui uma resolugdo de 1856 x
1184, os blocos sdo simultaneamente filtrados e redimensionados para esta dimensdo. A titulo
de exemplo, na impossibilidade de serem exibidos no ecrd numa razdo de um para um, os
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blocos referentes a ampliacdo de x2, resultantes numa resolucdo de 18560 x 11840, passam
por uma de reducdo de 10 vezes por forma a serem adequadamente visualizados. A sua fil-
tragem permite evitar efeitos de aliasing durante o processo de sub-amostragem. De referir
que a sub-amostragem ndo se aplica & ampliacdo de x40, neste caso é efetuada uma sobre-
amostragem (geracdo de pixels intermédios), resultando numa ampliacao ficticia.

3. Tendo sido realizado os procedimentos descritos nos pontos 1 e 2, 0 passo seguinte resume-
se na criacdo de uma imagem representativa da imagem original, denominada WSI (Whole-
Slide Image), efetuando uma sub-amostragem por um fator de 32 (permitindo obter uma ima-
gem de dimensBes manejavel). A WSI sera utilizada para estabelecer o mecanismo de visao
global + detalhe, descrita na proxima seccéo (3.2.1.4).

4. Segue-se, por ultimo, o armazenamento dos blocos, juntamente com a WSI, na matriz de
estrutura structures (ficheiro .mat), sendo esta arquivada numa pasta contendo o nome da
imagem escolhida para analise.

Considerando que cada fator de ampliacao estabelece/fixa a dimensao dos seus blocos correspon-
dentes, quanto maior a dimensdo da imagem maior o nimero de blocos produzidos para as dife-
rentes ampliagBes durante o pré-processamento. A duracdo do pré-processamento €, por conse-
guinte, uma funcéo do nimero de blocos gerados durante o procedimento. Na tabela seguinte
encontra-se uma estimativa, baseada em 10 ensaios, para 0s tempos de carregamento, pré-proces-
samento e inicializacdo do software para uma imagem de 2.4 gigapixels, originando, respetiva-
mente, 10, 44, 270, 1113 e 4494 blocos paras as ampliacdes de x2, x4, x10, x20 e x40.

Tabela 3.1: Duracao de upload de imagem, pré-processamento e arranque do software.
Valores obtidos numa iMac OS X EI Capitan (27-inch, Mid 2010) para uma imagem de 2.4 gigapixels.

Duracdo média Desvio padréo

(segundos) (segundos)
Carregamento da imagem inteira 152 1.7 x 10
Pré-processamento 4932 112
Arranque do programa 399 25

Como se pode verificar na tabela 3.1, o proporcionar da visualizacdo da imagem em diferentes
graus de detalhe com qualidade apropriada para a realizacéo da sua analise é obtido a custa de um
relativo demorado procedimento (tempo indeferido), exigindo um elevado desempenho compu-
tacional. Porém, apesar da dimensdo da imagem condicionar o seu pré-processamento e analise
de forma sequencial, as etapas de sua importacdo e pré-processamento poderdo ser efetuadas pre-
viamente a sua analise, em offline (ex. durante a noite).

3.2.1.4 Mecanismo de visdo global + detalhe

Ao inicializar o programa, é ajustada a WSI (ver seccédo anterior, 3.2.1.3) ao visualizador da in-
terface, proporcionando uma viséo de um todo da Ilamina. Devido & impossibilidade de ser exibida
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e analisada na sua resolucdo nativa, é importante para o patologista ter uma visdo global da ima-
gem digitalizada da lamina. Ao mesmo tempo, é efetuada uma copia da WSI. Estas duas imagens
destinam-se a fins distintos, contudo ambas fornecem um mapa global (thumbnail overview) da
imagem original. Com a WSI pretendeu-se, inicialmente, facultar ao utilizador um mecanismo
que Ihe permita selecionar diretamente a regido da lamina que pretende analisar. A ideia era pro-
porcionar ao utilizador um mecanismo de overview + detalhe, quer dizer, ele clicar na regido de
interesse e automaticamente esta ser-lhe apresentada no ecrd. O procedimento implementado con-
siste em criar uma imagem constituida por 4 blocos, contendo o ponto selecionado nas proximi-
dades do seu centro, e em seguida apresentar a regido, centrada nesse ponto, que compreenda uma
dimensdo idéntica a do visualizador da interface. Esta regido € identificada na WSI por um reta-
ngulo a vermelho, cuja dimensdo é funcdo da ampliacdo em uso. Este mecanismo permite uma
intuitiva orientacdo e facil navegacdo em direcdo a qualquer regido de interessante da lamina.
Com a segunda imagem (designada por WSI2) a intencéo foi fornecer a informacéo sobre a am-
pliacdo utilizada para analisar cada regido. Por conseguinte, para as ampliacdes de x2, x4, x10,
x20 e x40, a regido em observacéo é colorida (aplicagdo de um filtro de cor), respetivamente, de
castanho, vermelho, amarelo, verde e azul, imitando o cédigo de cores das respetivas lentes obje-
tivas no microscépio. Deste modo, é ao mesmo tempo efetuado o registo das areas analisadas e
da trajetdria até entdo percorrida na lamina. Suplementarmente, para as duas overviews € dispo-
nibilizada a op¢do de “ocultar” o fundo da mesma, isto por meio de duas checkboxs, uma para
cada imagem, sendo ambas designadas por Hide background. E exibido um background total-
mente a branco de modo a realcar as areas coloridas da imagem, o que proporciona ao utilizador
um melhor panorama das regides ja analisadas, permitindo-lhe, desta forma, mais facilmente con-
firmar a cobertura de toda a 1dmina (ver Fig. 3.8). O botdo Save whole slide, conjuntamente com
duas checkboxs, Colored e Annotated, permite ainda guardar, respetivamente, a WSI2 e a WSI
(contendo uma overview das anotagdes efetuadas pelo utilizador).

Complementarmente, é apresentado junto a WSI as coordenadas (nela referenciadas) do centro
da regido da lamina que se encontra exibida no ecré. Estas coordenadas, conjuntamente com as
do cursor referenciadas no visor (instantaneamente atualizadas), ambas fornecidas em unidades
de pixels, poderdo ser Uteis na medida em que possibilitam que, por exemplo, dois utilizadores
possam estar simultaneamente a observar a mesma regido da lamina, facilitando, assim, uma ana-
lise colaborativa entre 0s mesmos.
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~Whole-Slide Image - Resolution ~Whole-Slide Image - Resolution
Hide background Hide background
X2 X2
X4 X4
X40 X40
Dﬁ
) Save whole slide Colored Annotated b) Save whole slide Colored Annotated
a

Figura 3.8: Registo de areas analisadas.
a) Apresentacdo da WSI2 com as regides ja analisadas coloridas de acordo com a sua ampliacéo de analise;
b) omissdo do fundo da WSI2, sendo apresentado um background totalmente a branco, permitindo um
melhor panorama das areas analisadas e respetivas ampliacdes de anélise. O retangulo a vermelho indica a
regido no momento em analise.

3.2.2 Navegador

O navegador foi desenvolvido de modo a permitir uma pratica e eficiente exploragao/ “navega-
¢do” ao longo da imagem, tentando, de certa forma, proporcionar uma velocidade de visualizagéo
comparavel a experiéncia de utilizar um microscépio. O mecanismo desta aplicacéo resulta na
sequéncia da funcionalidade de visdo global + detalhe (ver secc¢éo 3.2.1.4). Tendo esta Gltima sido
desenvolvida, a fase seguinte consistiu no desenvolvimento do mecanismo de “navegacdo” atra-
vés da imagem. Por questdes de praticidade e por forma a facilitar a exploragdo da imagem, foi
inicialmente utilizado um joystick (ver Fig. A.1, apéndice A). A implementacdo teve por base a
integracdo de um temporizador, neste caso a funcéo timer do Matlab, que periodicamente I& o
valor dos eixos e botdes do joystick. Os botbes Start/Stop Navigation, integrados na interface,
controlam, respetivamente, o inicio e o término da leitura e, em consequéncia, o “percorrer” da
imagem. Com o intuito de fornecer um guia a navegacdo, foi criado um cursor virtual, uma cruz
verde, tornando assim o “percorrer” da imagem um processo suficientemente intuitivo. O pri-
meiro eixo do joystick determina o seu deslocamento na vertical, enquanto que o segundo eixo é
responsavel pelo seu movimento na horizontal. O joystick possui a capacidade de force feedback,
pelo que permite grandes deslocamentos na imagem com apenas pequenos movimentos, o0 que
evita fadiga por parte do utilizador. Atingindo os extremos da imagem apresentada, esta é atuali-
zada, transladada de um offset, apresentando desta forma uma nova porc¢do da lamina. Este offset
é determinado pelo valor do quarto eixo do joystick. Este eixo controla o avangar da cruz, permi-
tindo, portanto, controlar a velocidade de “navegacdo” ao longo da imagem. O seu intervalo de
variagdo foi determinado apds algumas experiéncias, encontrando-se estabelecido entre 20 e 100.
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Navegaces alternativas

A rotina de trabalho diario de um patologista requer que a “navegagdo” ao longo da imagem seja
facil, simples e eficaz, pressupondo a ndo restricdo do patologista a uma Unica modalidade de
navegacdo. Em atencdo a isso, complementos (e alternativas) a navegacao com o joystick foram
implementados, encontrando-se descritos de seguida.

e Navegacdo normal (ndo guiada pelo cursor)

Caso o utilizador deseje que o “navegar” pela imagem seja imediato e mais interativo, quer dizer,
gue ao movimentar o eixo 1 ou 2 do joystick seja automaticamente atualizada a imagem ao invés
do cursor, esta opgao € proporcionada via a ativacao de uma checkbox denominada Not cursor-
guided. Um atalho para um efeito semelhante foi igualmente implementado com as teclas seta do
teclado (1, {1, €, ). A diferenca reside no facto da dire¢do de navegacédo se encontrar restrin-
gida pelo sentido da seta. Além disso, para este mesmo atalho, foi adicionalmente acrescentada a
opc¢do de varrimento por blocos ou “structured” scan (checkbox — Fast scan), ou seja, em vez de
a imagem ser atualizada/transladada de acordo com o offset estabelecido pelo quarto eixo do
joystick, é exibida a imagem (subimagem/bloco/painel) imediatamente a seguir de acordo com o
sentido da seta. Este modo, orientado por blocos, possibilita um varrimento sistematico e uma
rapida cobertura de toda a ldmina, permitindo, por conseguinte, agilizar o processo de analise.

e Zoom in/out

Suplementarmente, com o joystick é ainda possivel alternar entre as varias ampliacdes disponibi-
lizadas na interface, permitindo ao utilizador durante a navegacdo disfrutar de uma espécie de
zooming, mas de forma discreta. O principio baseia-se no zooming discreto proporcionado pelos
microscopios convencionais, sendo assim foram utilizados botdes do joystick para zoom in/out.
Ao clicar no botdo ndmero 3 (zoom in), é aumentada a ampliagdo da imagem, passando, por
exemplo, de x4 para x10. O efeito oposto (ex. alteracdo de x10 para x4) é obtido ao clicar no
botdo nimero 4 (zoom out), ou seja, diminui-se a ampliagdo da imagem. O cursor virtual permite
especificar o centro da subimagem que sera exibida na nova ampliagdo. Esta aplicagdo possibilita,
a titulo de exemplo, uma melhor avaliacdo de uma célula suspeita durante a navegacgdo. Ao ser
aumentado o fator de ampliacdo da imagem poderao ser verificados os sinais reais de malignidade
gue a célula possa apresentar. Dada a sua particular relevancia para a analise de imagem, o me-
canismo de zoom in/out foi, também, implementado através do rato e do teclado. Nesse sentido,
0s botdes esquerdo e direito do rato desempenham o mesmo papel que os botbes nimero 3 e 4 do
joystick, respetivamente. A posi¢do central da nova imagem a ser exibida na diferente ampliagéo
é dada pela posicdo do cursor sob o clique. Quanto ao teclado, os caracteres i/o permitem, respe-
tivamente, 0 zoom in e 0 zoom out centrado no ponto médio da imagem em exibigao.

e Drag-and-drop

Em modo complementar & navegacéo, foi conjuntamente disponibilizado um mecanismo de drag-
and-drop. Este permite, por exemplo, que ap6s o utilizador ter selecionado a regido que pretende
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analisar, este ainda possa ajustar a rea da lamina em observacdo, constituindo uma forma “espe-
cializada” de navegar pela imagem. A sua implementacédo é similar a do zooming proporcionado
pelo joystick e pelo rato a excecdo que o fator de ampliacdo nédo ¢ alterado. A atualizagdo da
imagem ¢ efetuada consoante o deslocamento realizado durante o drag-and-drop. Um mecanismo
semelhante foi ainda implementado através do duplo clique do botdo esquerdo do rato, a regido
da imagem sob a posicdo do cursor € deslocada para o centro do visualizador (uma espécie de
centralizacdo da posicdo do cursor).

Observacao: O mecanismo de navegacéo (apoiado no joystick e no teclado) e, consequentemente,
0 zoom in/out e o drag-and-drop resultam na sequéncia da funcionalidade de visdo global + de-
talhe. Mediante isso, todos estes mecanismos beneficiam desta funcionalidade na medida em que,
ao mesmo tempo que € atualizada a imagem no visualizador, ambas as overviews sao atualizadas,
indicando a nova area da lamina em exibicdo e a respetiva ampliacdo de andlise.

3.2.3 Anotacoes

Para uma ferramenta de apoio a andlise assistida de imagens de laminas microscépicas, um dos
principais requisitos apontados por patologistas consiste na possibilidade de efetuar anotaces,
quer por forma a facilitar a revisdo do diagnostico, quer por forma a simplificar a obtengéo de
uma segunda opini&o. A vista disso, foi implementado um conjunto de funcionalidades que per-
mitem a realizacéo de diferentes tipos de anotagdes. Em seguida, € especificada a funcdo/utilidade
de cada uma delas.

e Assinalagdo e coloragéo de ROIs

A assinalacdo de regiGes de interesse (ROIs - Regions Of Interest) é facultada por meio do bot&o
Specify ROI. Através deste, o utilizador é provido de um mecanismo de méao livre para esponta-
neamente delimitar os contornos da regido que pretende destacar. Ao clicar no botdo direito do
rato podera alterar a cor com a qual sera assinalada a regido, tendo como opg¢des amarelo, ma-
genta, ciano, vermelho, azul, verde, entre outros. Uma alternativa & demarcagdo dos limites da
ROI consiste em a colorir por completo (aplicacdo de um filtro de cor). Esta opcdo é proporcio-
nada atraves do botdo Dye ROI. Para ambas as modalidades a convecgdo de cores podera ser
estabelecida pelo utilizador (ver Fig. 3.9).

e Insercao de marcas, formas e texto

Através dos botdes insertMarker e insertShape poderdo, respetivamente, ser inseridas as marcas
X, +, *, oenO, ouenvolvida uma determinada regido com formas geomeétricas basicas, particu-
larmente o circulo, a elipse, 0 quadrado e o retdngulo. Durante a insercéo, estas formas poderdo
ser redimensionadas e arrastadas iterativamente, sendo igualmente possivel alterar a sua cor com
0 botéo direito do rato. O botéo insertText, juntamente com um campo de texto, permite a insercao
de caracteres ou texto na imagem (ex. atribuir uma etiqueta a uma dada regido). Para qualquer
uma destas variantes de anotacéo, é fornecido ao utilizador dois parametros de suporte para espe-
cificacdo da cor e do tamanho (iniciais no caso das formas geométricas) da anotagdo, podendo
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este, na sequéncia, proceder a sua insercdo com um simples clique do rato no botdo referente ao
tipo de anotacdo e de seguida no ponto desejado da imagem (ver Fig. 3.9).

£

Figura 3.9: Exemplos de anotagdes.
a) Coloracdo de uma ROI (a ciano); b) inser¢do de texto (caracter “?”, a laranja); e demarcacdo duma ROI
através: ¢) de um mecanismo de mao livre; d) do encaixe de uma forma geomeétrica eliptica cuja espessura
é estabelecida, inicialmente, através do slider LineWidth. Em ambas as modalidades, a cor e a localizagdo
da anotacdo poderao ser alteradas durante a sua insercao.

Visualiza¢do de anotagdes

A visualizacdo das anotagdes é assegurada através de trés radio buttons, Mine, Imported e All,
que juntos compdem a funcionalidade View annotations. O radio button Mine é ativado imedia-
tamente apos a realizacdo da primeira anotacédo e atualiza a WSI por forma a conter uma preview
da anotacdo efetuada pelo utilizador. A WSI é atualizada a cada nova anotacéo, proporcionando
uma visdo global das anotagdes até entdo efetuadas pelo utilizador. As opg¢des Imported e All, tal
como 0s nomes sugerem, so sao disponibilizadas apds se ter procedido a importacdo de anotacdes,
e permitem, respetivamente, a visualizacdo das anota¢des importadas e a visualizagdo conjunta
das anotacGes importadas com as do utilizador, caso houver. Para cada uma das trés opcoes, sao
simultaneamente disponibilizados dois botbes, Previous/Next annotation, que permitem “nave-
gar” entre as anota¢des contidas na categoria selecionada (Mine, Imported ou All). Estes botGes
poderdo ainda ser, respetivamente, acedidos através de atalhos do teclado (caracteres p e n) e dos
botbes direito e esquerdo do rato. Entretanto, o utilizador é provido de um campo de texto de
modo a proceder a pesquisa (pelo nimero) de uma anotacdo em particular. Cada anotacao € exi-
bida no ecra exatamente como foi realizada. Além disso, para cada uma é fornecida a informacéo
do seu nimero, sobre a totalidade das anota¢@es da categoria em exibicao, e da respetiva amplia-
cao na qual foi efetuada. Complementarmente, o utilizador poderda, também, adicionar algum co-
mentério a anotacdo (ex. um progndstico ou um feedback enderegado a um colega) (ver Fig. 3.10).
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Comments: Padréao arquiteténico suspeito

Previous annotation Next annotation Annotation 3/4, Resolution: x4 3 Annotation Number

Figura 3.10: Mecanismo de visualizag¢do de anotagoes.
Delimitacéo de um padrdo arquiteténico com uma forma geométrica circular, incluindo um campo de texto
para introducdo de comentarios (Comments). Os botdes Previus/Next Annotation possibilitam uma “nave-
gacdo” entre as anotagOes efetuadas pelo utilizador, podendo-se proceder & pesquisa de uma anotacdo em
particular (campo de texto Annotation Number).

Por conseguinte, por forma a facilitar a revisdo de diagndéstico e a partilha de opiniGes (ou uma
andlise colaborativa), sdo facultadas as opg¢Oes de importacdo e exportacdo de anotagdes, botbes
Import/Export annotation, respetivamente. Ao ser importado um ficheiro contendo anotagdes, é
automaticamente ativado o radio button All, disponibilizando o mecanismo de navegagéo con-
junta sobre todas as anotagOes contidas nas categorias Imported e Mine. Para 0s casos em que
tenham sido inseridos comentarios ou acrescentadas novas anotacdes, € disponibilizada a check-
box All, que, ao ser ativada, permite a exportagdo de todas as anota¢Ges da categoria All e respe-
tivas informacdes (amplia¢do na qual foram efetuadas e seus eventuais comentarios). Esta check-
box altera o comportamento do botdo Export annotation que por defeito permite somente a ex-
portacdo das anotagdes do utilizador. As anota¢fes sdo guardadas num ficheiro .mat (Annotati-
ons_file) que é arquivado na pasta da imagem que se encontra em analise.

3.2.4 Analise quantitativa

Atendendo a que aspetos da morfologia dos ndcleos (ex. forma, tamanho e textura) e suas distri-
buigdes dentro do tecido séo de vital importancia no estabelecimento de prognosticos e diagnos-
ticos e na graduacdo de doengas como o cancro, ferramentas de apoio estatistico, que se descre-
vem de seguida, foram implementadas por forma a facilitar medicdes precisas dessas proprieda-
des e uma andlise quantitativa da imagem.

e Medicao de distancia entre dois pontos

O botéo DistanceBetweenPoints permite medir a distancia entre dois pontos/objetos selecionados
com o rato. Para uma medi¢cdo mais iterativa é disponibilizado o botdo Ruler, é sobreposta no
visualizador uma linha arrastavel e redimensionavel que mede a distancia entre 0s seus extremos,
imitando o funcionamento de uma régua (ver Fig. 3.11). Estas ferramentas poderdo ser utilizadas
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para obter as dimensdes de espécimes de interesse ou ainda inferir sobre as suas distribui¢fes
dentro do tecido. Embora fornecidas em unidades de pixels, estas medidas poderdo ser facilmente
convertidas para micrometros (ou outra unidade de interesse) ao ser fornecida a informacéo da
dimensdo de cada pixel aquando da digitalizacdo das laminas.

a) "i., \v;' e 5 e b)

Figura 3.11: Medic&o de distancia entre dois pontos.
Medic&o da distancia entre: a) dois pontos (padrdes arquitetdnicos) selecionados com o rato; b) os extremos
da “régua” facultada através do botéo Ruler, linha (a amarelo) que pode ser arrastada e redimensionada.

e Medicdo de propriedades morfologicas de uma determinada ROI

Os botdes Add ROIs e Specify ROIsToAnalyse permitem, em conjunto, selecionar um ndmero
ilimitado de ROIs com o mecanismo de méao livre e, através da app Image Region Analyzer do
Matlab, obter diversas medidas, incluindo area, area preenchida, excentricidade, maior e menor
eixo, orientagdo, perimetro, solidez, entre outros. Estas medidas permitem inferir sobre aspetos
da morfologia das regides selecionadas (ex. ndcleos). Um exemplo de aplicacdo desta funciona-
lidade é ilustrado na figura 3.16.

3.2.5 Outras funcionalidades

Em seguida, descrevem-se um conjunto de funcBes complementares integradas na interface, que
poderdo ser uma mais-valia ao utilizador durante a anélise de imagem e utilizagdo do programa.

e Image Adjustments

Caso seja necessario ajustar/melhorar a qualidade da imagem, o utilizador disp6e de parametros
que possibilitam o ajuste do brilho, contraste e gama da imagem, sliders Brightness, Contrast e
Gamma, respetivamente. Através destes podera adaptar a sensibilidade a luz do dispositivo de
imagem (scanner) a sua propria sensibilidade. O botdo ContrastAdjustTool permite converter a
imagem para tons de cinzento e ajustar o contraste. A rotacdo da imagem a um angulo de 90° é
viabilizada através do botdo imRotate. Além disso, sdo facultados um conjunto de filtros, caso
seja necessario, por exemplo, reduzir/remover ruido da imagem (ex. de filtros: média, mediana,
gaussiana, sobel, entre outros). Este conjunto de funcionalidades comp&e um painel, acedido atra-
vés do botdo ImageAdjustments.
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e Shapshot

Através do botdo Snapshot poderéa ser exportada a imagem exibida no ecrd. Uma aplicacdo tipica
podera ser enviar a imagem, contendo ou ndo anotagdes, a um colega patologista para uma se-
gunda opinido. Um dos grandes beneficios das imagens digitais € poderem ser instantaneamente
enviadas e visualizadas por varios outros utilizadores. A imagem podera, também, ser arquivada
e recuperada, posteriormente, para comparacao ou revisdo de diagndstico.

e Undo e Reset

O botdo Undo permite ao utilizador desfazer a Ultima operacdo, qualquer que seja, que tenha
aplicado a imagem em exibi¢do. Ao mesmo tempo, sdo eventualmente atualizadas as duas over-
views e repostos os valores dos parametros (ex. cor, tamanho, fator de ampliagdo) associados a
operacdo anulada. O botdo Reset restitui o0 estado inicial de analise da imagem, assim sendo todas
as alteracGes até entdo efetuadas na imagem séo, por completo, canceladas.

e Atalhos do teclado

No intuito de proporcionar ao utilizador um fécil e cdmodo acesso as principais funcionalidades
da interface, foram implementos variados atalhos com o teclado (um total de 22). Estes encon-
tram-se listados na tabela A.1 (apéndice A).

3.3 Segmentacdo Automatica de nucleoides

A segunda etapa desta tese abarcou o desenvolvimento de um algoritmo de identificagdo automa-
tica de nucleoides, cuja finalidade é auxiliar no diagndstico do cancro da tiroide. Em particular,
foram efetuados testes a algoritmos de segmentacéo de nlcleos de modo a desenvolver e/ou adap-
tar um algoritmo para identificacdo de nucleoides em laminas de citologia ndo-ginecoldgica, es-
pecificamente em laminas raspadas da tiroide em campo claro. Para este objetivo especifico, uma
interface secundaria, Nucleoids Segmentation, foi desenvolvida e incorporada na interface prin-
cipal, IPathScope (bot&o Nucleoids Identification). Esta interface foi estruturada por forma a que
seja possivel aplicar o algoritmo desenvolvido a subimagem que esteja a ser analisada na interface
principal, como também a subimagens importadas (botdo Open Image). Durante a navegagdo com
0 joystick, o utilizador poderéa facilmente acedé-la através do botdo nimero 2 (ver Fig. A.1, apén-
dice A). A interface € exibida com a subimagem no momento em andlise. Adicionalmente, esta
dispde de funcionalidades que permitem o manuseio de imagens (as mesmas disponibilizadas no
painel ImageAdjustments, ver seccdo 3.2.5) e podera proporcionar ao utilizador alguma experién-
cia em processamento de imagem, através da aplicacdo de algoritmos como edge detection, wa-
tershed, thresholding, filtragem area opening, equalizacdo de histograma, entre outros. Ferramen-
tas de apoio estatistico (ver seccdo 3.2.4) sdo igualmente disponibilizadas na interface. A imagem
resultante das alteracdes efetuadas podera ser guardada através do botdo Save Image.
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3.3.1 Metodos de segmentacdo de nacleos

Um pré-requisito critico para a segmentacdo de imagens de patologia consiste na deteccdo de
nucleos/células, que mais ndo é do que obter a localizacdo do objeto sem meticulosamente deli-
mitar 0s seus contornos. Apesar do objetivo Unico de encontrar um marcador (ou semente) perto
do centroide do ndcleo, a grande variabilidade entre as imagens de patologia e microscopia deu
origem a uma grande diversidade de métodos de deteccdo, cada um desenvolvido e/ou adaptado
para atender as caracteristicas especificas de um tipo de imagem. Conquanto, estes apoiam-se
fundamentalmente em 8 algoritmos: transformada de distancia, opera¢6es morfoldgicas, transfor-
mada H-minima/méxima, filtragem Laplacian of Gaussian (LoG), detec¢do de MSER (Maxi-
mally Stable Extremal Region), transformada de Hough, votacdo baseada em simetria radial e
machine learning (aprendizagem supervisionada) (Xing & Yang, 2016).

O resultado da detecgdo constitui, naturalmente, a base essencial para a subsequente segmentagéo
e classificagdo dos nucleos. Ao longo dos anos, novamente devido a grande variabilidade entre
as imagens microscaépicas/patoldgicas, numerosos e variados métodos de segmentacao foram de-
senvolvidos para efetivamente delinear os contornos do nicleo apds a sua detec¢do. Estes ba-
seiam-se maioritariamente na utilizagdo ou combinacéo de técnicas como thresholding, transfor-
macgOes morfoldgicas, region growing, watershed, active contour, clustering e graph cuts. Por
conseguinte, exploram e empregam informagdes de intensidade (textura e gradiente), morfoldgi-
cas e geométricas para demarcacao dos contornos do nucleo.

Em condices ideias, nas quais 0s objetos se encontram dispersos num fundo contrastante, uma
simples operacgéo de thresholding, computacionalmente expedita, permite obter os resultados pre-
tendidos (Marques, 2011). A sua aplicagdo resulta numa imagem bindria distinguindo os objetos
do fundo. Estabelecido um limiar de nivel de cinzento, todos os pixels cuja intensidade seja infe-
rior sdo colocados a preto (designado fundo) e aos com nivel de intensidade superior sdo atribui-
dos a cor branca! (correspondem aos objetos) (Wu et al., 2008). Na presenca de imagens com
alguma complexidade (a maioria dos casos), em que as condi¢des para a aplicagdo do thresholding
ndo se verificam, técnicas igualmente mais complexas, que resultam de variagdes ou combinagdes
de técnicas bésicas, deverdo ser utilizadas. Nos Gltimos anos, umas das técnicas de segmentacéao
que vem sendo bastante explorada no &mbito da citologia e histologia é a operagdo morfoldgica
watershed (WT - Watershed Transform). Citando exemplos, (EImoataz et al., 1996; Lezoray &
Cardot, 2002; Mouelhi, Sayadi, Fnaiech, Mrad, & Romdhane, 2013) representam 3 dos muitos
trabalhos assentes nesta técnica. Tal como a region growing, a WT constitui, portanto, um dos
principais métodos de segmentacdo baseados em regides. A classificacdo dos pixels é efetuada
tendo em conta a sua proximidade espacial, o gradiente de seus niveis de cinzento e a homoge-
neidade das suas texturas (Gonzalez & Ballarin, 2009). Consequentemente, esta técnica possibi-
lita identificar objetos complexos em imagens altamente texturadas. No entanto, é extremamente

! Em alguns estudos presentes na literatura, é também possivel encontrar a convengéo de cores inversa.
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suscetivel a sobre-segmentacéo? e, tal como o thresholding e as operacdes morfolégicas, ndo é
autossuficiente para uma efetiva segmentacao de nucleos sobrepostos ou tocantes. As operacoes
morfol6gicas sdo normalmente utilizadas na fase de pré-processamento de imagem para facilitar
uma posterior segmentacdo. Active Contour Models (ACMs) constituem técnicas de refinamento
de contornos e sdo frequentemente utilizadas quando os contornos dos objetos ndo podem ser
fielmente descritos por representagdes gréaficas rigidas. O seu intuito é encontrar de entre um
conjuntos de splines deformaveis (funcdes definidas por polindmios), que se podem mover em
direcdo aos exatos contornos do objeto, aquela que minimiza uma funcdo de energia pré-estabe-
lecida para o problema (Irshad et al., 2014; Wu et al., 2008). Algoritmos de clustering particionam
a imagem em subconjuntos (clusters), cada um dos quais idealmente correspondente a um objeto,
visando sempre alta similaridade intracluster e baixa similaridade intercluster. Conquanto, a pre-
cisdo destas técnicas é fortemente dependente da inicializacdo dos clusters e do nimero de clus-
ters previamente estabelecido. Os métodos de graph cut modelam a imagem como um gréfico
ponderado ndo direcionado e, de certa forma, podem ser considerados como combinagdes de clu-
stering e ACMs na medida em que particionam a imagem em maultiplos conjuntos, cada um re-
presentando um objeto, utilizando como critério o da minimizacdo de uma funcéo de energia.
Estas Gltimas técnicas tém permitido os melhores resultados de segmentacgdo de ndcleos/células,
contudo a custa de um alto empenho computacional. Recentemente, diversos estudos vém explo-
rando combinacdes destes métodos tradicionais de segmentacdo com o machine learning no in-
tuito de dar resposta aos desafios remanescentes de heterogeneidade, sobreposigéo e agrupamento
de nucleos, os poucos métodos de segmentagdo atualmente em uso na pratica clinica sao resul-
tantes destas combinagdes (Irshad et al., 2014; Xing & Yang, 2016).

Uma mais compreensiva revisdo sobre os algoritmos supracitados de deteccao e segmentacdo de
nucleos em imagens de microscopia e patologia, incluindo formalismos e aplicacGes, pode ser
encontrada em (Irshad et al., 2014; Xing & Yang, 2016). Por fim, é de referir que a deteccéo e
segmentacdo de nucleos sobrepostos e tocantes e a escalabilidade dos algoritmos, por forma a
serem aplicados a lamina digitalizada na sua totalidade, séo e provavelmente continuardo a ser 0s
principais alvos de estudos de pesquisadores e cientistas da computacao.

3.3.2 Detecgdo e Segmentacdo Automatica de nucleoides

Com o intuito de fornecer assisténcia ao diagnostico do cancro da tiroide, propds-se a desenvolver
um algoritmo para detecgdo/segmentacédo de nucleoides (quer dizer similar ao ndcleo) em laminas
raspadas da tiroide em campo claro. Nao obstante, a grande dimenséo das imagens digitalizadas
torna inexequivel a aplicacdo de qualquer algoritmo de segmentagdo & imagem toda. Deste modo,
foram utilizadas subimagens (1200 x 1600 pixels) de laminas de bidpsia. Estas foram disponibi-
lizadas pelo Ipatimup, consistindo em exemplares de regifes de alta incidéncia de nucleoides
pertencentes a laminas de casos benignos, malignos e tumorais (ver Fig. 3.12). Uma vez que as

2 A sobre-segmentacéo corresponde ao caso em que um Unico objeto é segmentado em mais do que uma
regido na imagem.
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imagens foram adquiridas a uma ampliagéo de x40, o algoritmo foi desenvolvido nesta ampliagéo.
Essencialmente, o racional é o utilizador selecionar a regido da lamina (subimagem) que pretende
avaliar e nesta ser aplicado o algoritmo.

Figura 3.12: Subimagens para teste do algoritmo de identificagio de nucleoides.
Exemplo de subimagem pertencente a um caso: a) benigno; b) maligno; e c) tumoral.

3.3.2.1 Deteccéao de nucleoides

O primeiro algoritmo de segmentacdo que se testou limitou-se na aplicacdo do thresholding ao
canal S (saturacéo) da imagem no formato HSV. Este canal normalmente apresenta um proemi-
nente contraste entre os objetos e o fundo. Contudo, apesar de melhoradas as imagens resultantes
apos o seu pos-processamento com operagdes morfoldgicas (ex. preenchimento de buracos e fil-
tragem area opening), o resultado foi considerado satisfatorio em apenas um reduzido nimero
delas. Um outro algoritmo testado consistiu na técnica watershed, pelas razdes referidas na seccao
anterior, 3.3.1. No entanto, a grande diversidade e quantidade de contedo presente nas imagens
levou a uma excessiva sobre-segmentacdo das imagens resultantes. De modo a melhorar o seu
desempenho, foram analisadas e testadas algumas solugdes (ex. watershed baseada em marcado-
res), porém sem resultado. Para a estratégia seguinte, concentrou-se sobretudo nas caracteristicas
morfoldgicas dos nucleoides. Assim sendo, a metodologia baseou-se na sua forma particular
(aproximadamente circular ou eliptica), geralmente distinta dos outros elementos compreendidos
na imagem. Deste modo, foi utilizada a transformada de Hough (HT — Hough Transform) para
deteccgdo de circulos na imagem (botdo Find Circles).

A HT é um método de deteccdo de objetos especialmente utilizado para detetar curvas (contornos)
com forma regular ou que podem ser parametrizadas por linhas, circulos ou elipses, sendo parti-
cularmente util devido a sua tolerancia a lacunas nos dados e a sua relativa robustez a ruido e
dados dispersos e a variacdo de iluminagdo. Esta técnica, apesar de algoritmicamente complexa e
computacionalmente exigente, possui uma implementacdo otimizada no Matlab. A teoria subja-
cente a HT consiste em assumir que o0s objetos a serem detetados apresentam formas regulares,
que podem ser especificadas de forma paramétrica, e aplicar uma estratégia de votacao discreta
num espaco de pardmetro para obter a sua localizacdo. Em particular para a HT circular bidimen-
sional, um circulo centrado em (a, b) = (ag, by) € com raio igual a r = r, é descrito parametri-
camente por:

(x—ag)*+ (y —bp)*> = 1> (3.2)
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Assim sendo, cada circulo no espago de imagem (x, y) é representado por um ponto (a, b, ) no
espaco de parametro. Cada ponto da imagem €, entdo, solicitado para “votar” nos circulos que
passam sobre ele. O conjunto dos pontos (a, b, r) correspondentes a esses circulos forma um cone
no espacgo de Hough que é Unico para cada ponto de imagem. No entanto, para os pontos (x,y)
localizados num mesmo circulo, 0s seus respetivos cones possuem um ponto em comum no es-
paco de parametro (todos “votaram” nesse circulo). Um histograma tridimensional (comummente
referido na linguagem digital como acumulador) € construido no espago de Hough para contabi-
lizar as votacOes para cada ponto desse espaco, representando a forca de evidéncia que o corres-
pondente circulo é detetado na imagem. Consequentemente, 0s pontos (a, b,) com as maiores
pontuagdes (maximos locais) correspondem a localizacdo e ao raio dos circulos (ex. nlcleos ou
celulas com forma circular) presentes na imagem.

N&o obstante, verificou-se que a simples aplica¢do da HT fornecia um resultado ainda aquém do
pretendido, isto devido a ocorréncia de uma quantidade consideravel de falsos positivos e nega-
tivos. Foi, portanto, necessario aprimorar a transformada de Hough circular aplicada. Uma vez
que a sua implementacdo presente no Matlab (imfindcirles) possui e baseia-se em parametros
como a polaridade dos objetos (ex. se sdo mais escuros ou mais claros que o background), foi
efetuado um pré-processamento por forma a destacar os nucleoides da imagem de fundo. A im-
plementacdo da HT assume que as distribui¢cdes de intensidade dos objetos (nucleoides) e do
fundo sdo suficientemente e consistentemente distintas, o que ndo se verifica para a maioria das
imagens microscépicas/patoldgicas. Por conseguinte, o pré-processamento consistiu em criar uma
nova imagem, a partir da imagem original no formato RGB, por aplicacdo de uma sequéncia de
operagOes aritméticas entre os valores dos canais verde e azul (canais G e B). Esta expresséo
algébrica (ver Eq. 3.3) aumenta o contraste entre 0s objetos de interesse e o fundo, permitindo
gue os nucleoides se apresentem consideravelmente mais claros.

G-B
Img=—— (3.3)

Outro input que desempenha um papel critico na HT circular é a gama de raios, esta deve ser
estabelecida cuidadosamente a fim de lidar com a variacdo de tamanho dos nucleoides. A vista
disso, para uma melhor performance do algoritmo, é requerido ao utilizador que indigue 0 menor
e 0 maior didmetro assumidos pelos nucleoides presentes na imagem, compondo assim os limites
inferior e superior da gama de raios. Isto permite ndo sé estabelecer a gama de raios apropriada
para a imagem em analise, independentemente da ampliacdo, como também acelerar o processo
de estimagcdo do raio dos circulos.

Atendendo a que o output do algoritmo consiste nas coordenadas do centro de cada nucleoide e
no seu respetivo raio, a imagem exibida apds a sua aplicagdo resume-se na imagem original com
os nucleoides detetados envolvidos por um circulo de cor azul cujo didmetro é dado pelo raio
retornado pelo algoritmo (ver Fig. 3.13).
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Figura 3.13: Output do algoritmo de detecgdo de nucleoides.
Resultado do algoritmo para: a) e b) 2 casos benignos; c), d) e e) 3 casos malignos; e f) 1 caso tumoral. Os
nucleoides detetados encontram-se envolvidos por um circulo de cor azul cujo didmetro é dado pelo raio
retornado pelo algoritmo.

3.3.2.2 Mecanismo de edicdo de resultado

Os cenarios apresentados pelas imagens patoldgicas de casos tumorais e ndo tumorais séo de
notavelmente grande inconsisténcia. Tendo em consideracdo que o algoritmo de detec¢do desen-
volvido ndo possuird 0 mesmo desempenho em qualquer imagem e que, consequentemente, po-
dera acarretar consideraveis casos de falsos positivos e negativos, foi desenvolvido um meca-
nismo de edicgdo de resultado (acedido através do botdo Edit). A sua implementacdo assegura ao
utilizador total liberdade para aceitar/alterar o resultado. Com simples cliques do rato e drag-and-
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drops, este podera, respetivamente, remover objetos indesejados detetados pelo algoritmo ou in-
cluir no resultado exibido nucleoides ndo identificados. Através do duplo clique do rato, o circulo
do objeto mais proximo é colocado a preto (para remogao), bem como um circulo verde é dese-
nhado consoante o drag-and-drop realizado, indicando a adi¢cdo de um nucleoide. Além disso,
através de uma coloragéo distinta dos circulos, vermelho e amarelo, possiveis falsos positivos sdo
destacados no resultado apresentado, estes correspondem a circulos que sobrepdem (em pelo me-
nos 60%) ou incluem outros circulos no seu interior, respetivamente. O utilizador podera analisa-
los e remover os que realmente ndo correspondem a nucleoides. Ao longo das varias edicGes, é
disponibilizado o botdo Undo que permite desfazer alteragBes indesejadas, sendo sempre auto-
maticamente atualizado o nimero total de nucleoides (circulos) identificados na imagem. Através
do botdo Save é, entdo, efetuada a validagéo do resultado final (ver Fig. 3.14).

) Tota mumber of nuciecds: 108 Tota mumber of uckecis: 100

Figura 3.14: Edicéo de resultado produzido pelo algoritmo de detec¢do de nucleoides.
a) Imagem resultante da aplicagdo do algoritmo, os circulos a vermelho indicam possiveis falsos positivos,
neste caso circulos que sobrepdem consideravelmente um outro circulo e que poderdo ndo corresponder a
um nucleoide; b) imagem subsequente ap6s a edi¢do do resultado.

3.3.2.3 Segmentacao e medicéo de propriedades de nucleoides

Apos a deteccdo de nucleoides, foi também implementado um algoritmo para medicdo de suas
propriedades morfologicas, particularmente area, circularidade e solidez, e de homogeneidade,
expressa pelo desvio padréo de intensidade. Este algoritmo baseia-se essencialmente na segmen-
tacdo de nucleoides utilizando thresholding e um conjunto de opera¢es morfoldgicas, e inclui 0s
seguintes passos:

1. Para cada nucleoide identificado, criar uma imagem de pequenas dimensdes (uma mini ima-
gem) envolvendo a sua regido circundante;

2. Transformagdo da mini imagem por aplicacéo da expressao algébrica dada pela equagéo 3.3
(é efetuado 0 mesmo pré-processamento realizado aquando da detec¢do dos nucleoides);

3. Thresholding da mini imagem pré-processada utilizando a fun¢do im2bw. Esta funcéo aplica
um threshold global, calculado através do método Otsu;

4. Naimagem binaria, preencher buracos localizados no interior do nucleoide. Para esta etapa é
aplicada a funcéo imfill;
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5. Eliminacéo de objetos localizados nos bordos da imagem (fungdo imclearborder). Este pro-
cedimento tem como principal objetivo evitar que nucleoides sobrepostos ou tocantes sejam
considerados como um Unico nucleoide;

6. Eliminacdo de objetos com area inferior a 500 pixels (filtragem area opening). Este passo
destina-se a remocdo de autliers que possam estar contidos na imagem;

7. Por fim, obtencdo das medidas através da fungdo regionprops.

Estas medidas, acedidas através do botdo getMeasures e apresentadas sob a forma de uma tabela,
conferem ao patologista informacGes importantes de diagnéstico, nomeadamente a variagéo do
tamanho e da forma dos nucleoides identificados e a homogeneidade da sua intensidade intrace-
lular, nogdes determinantes para a avaliacdo da gravidade da doenca. Uma medigdo precisa de
tais propriedades proporciona ao patologista uma maior seguranga/confianga na determinacdo do
diagndstico. No entanto, estas medidas sdo apenas disponibilizadas para nucleoides que ndo se
encontram sobrepostos ou adjuntos, isto devido a impossibilidade de isolar com precisdo cada
nucleoide individualmente, o que poderia induzir ao erro. Nesse sentido, cada nucleoide isolado
possui um numero de identificagdo distinto, localizado no seu centro e com correspondéncia di-
reta com o indice da tabela. Quando selecionado uma célula da tabela, é automaticamente apre-
sentado o contorno do nucleoide correspondente (ver Fig. 3.15).

00 Properties
Index \ Area | Circularity ‘ Solidity |Standard Deviallon}
2880 0.9936 0.9809 33.5967
2856 1.0182 0.9862 33.7136

1

2

3 3284 1.0015 0.9832 azs2
4 2703 0.9897 0.9811 33.2927
5 25Mm 0.9863 09778 28.9967
6 3100 0.9799 0.9792 35.7916
7 3076 1.0024 0.9793 31.0136

%

E .
Total number of isolated nucleoids: 30

Figura 3.15: Apresentacdo de propriedades da morfologia e homogeneidade de nucleoides.
Cada nucleoide isolado possui um ndmero de identificagdo distinto, localizado no seu centro e com corres-
pondéncia direta com o indice da tabela. Ao ser selecionado uma célula da tabela é automaticamente deli-
mitado o contorno do nucleoide correspondente, a partir do qual foram determinadas as suas medidas.
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Por forma a contornar a restricdo imposta pela agregacao dos nucleoides, o utilizador (patologista)
podera sempre recorrer aos botdes Add ROIs e Specify ROIsToAnalyse, que, apesar de ndo per-
mitirem uma medicdo tdo precisa, proporcionam uma boa aproximacdo das reais medidas dos
objetos/nucleoides selecionados (ver Fig. 3.16). Através do mecanismo de mao livre é possivel
aproximar o exato contorno do nucleoide, minimizando a interferéncia de nucleoides adjacentes
0u sobrepostos.

0 se¢ the comesponding image region

Figura 3.16: Medicdo de propriedades morfoldgicas de objetos especificados.
Neste caso, medicdo de propriedades morfoldgicas de nucleoides especificados através de um mecanismo
de méo livre. A app Image Region Analyzer do Matlab permite medidas de caracteristicas como &rea, area
preenchida, excentricidade, maior e menor eixo, orientacdo, perimetro, solidez, entre outros.
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CAPITULO

RESULTADOS, DISCUSSAO E MELHORIAS

4.1 Interface de apoio a analise assistida de laminas de bidpsia

A interface que se desenvolveu, IPathScope (ver Fig. 4.1), propde solugdes as principais neces-
sidades expostas pelo Ipatimup, e, em particular, as limitacfes apresentadas pelos softwares atu-
almente utilizados na instituicdo. De modo a dar resposta as questdes relacionadas com a inferior
qualidade de imagem e a lenta velocidade de navegacéo, ainda incorretamente abordadas pelas
atuais interfaces comercias, esta propde uma abordagem tradicional de visualizagdo de 1dminas.
O aumento da qualidade de visualizacdo da imagem baseia-se no seu pré-processamento (em
tempo indeferido) com vista & criagdo prévia de subimagens nos diferentes fatores de ampliagdo
ajustadas a resolugdo do ecra utilizado. Assim, permite visualizar e, através de dispositivos de
entrada ergondmicos, navegar ldminas digitalizadas num ecré digital em diferentes amplificacGes,
sem a introducdo de atrasos na exibicdo, reproduzindo a experiéncia de utilizar um microscépio
oOtico convencional. Esta metodologia, conjuntamente com diversas ferramentas de apoio a analise
assistida de imagens de microscopia patoldgica, como aplicacdes que permitem a realizagdo e
revisdo de anotages e que facilitam o manuseio, a partilha, a revisdo e a analise visual e quanti-
tativa da imagem, permite uma melhoria na duracdo da analise. Ao explorar estas funcionalidades
da microscopia digital, este software aborda os principais requisitos de um sistema de patologia
digital, apresentando, deste modo, potencial para se tornar uma ferramenta de uso diario dos pa-
tologistas, proporcionando uma maior eficiéncia e confianga na tomada das suas decis@es, con-
duzindo, desta forma, a uma melhoria na qualidade do diagnéstico. Inclusive, para além da me-
Ihoria na qualidade do diagnostico, interfaces como esta potencialmente levardo a uma redugéo
de despesas de hospitais e servicos de saide. Ademais, esta ferramenta, como aplicacdo auténoma
(compilado num executével atraves do Matlab), ndo necessariamente restringe o utilizador a um
laboratorio, podendo ser utilizada em qualquer instalagdo com condicGes devidas.

A validacdo conjunta da interface com o Ipatimup permitiu inferir das suas diversas potenciali-
dades, em especial da sua particular adequacéo a citologia. Conquanto, esta ferramenta devera,
ainda, ser aperfeicoada de modo a ser efetivamente utilizada na pratica clinica. Em seguida séo
resumidas as suas principais aplicabilidades e indicados um conjunto de elementos a melhorar,
assim como propostas futuras novas funcionalidades.

47



4. RESULTADOS, DISCUSSAO E MELHORIAS 4.1. Interface de apoio a andlise assistida de Iaminas de biopsia

Figura 4.1: IPathScope — Interface de processamento de imagem para anélise de bidpsia.

4.1.1 Principais funcionalidades

Em sintese, o conjunto de ferramentas disponibilizadas na interface IPathScope (ver seccéo 3.2)
pode ser sumariado nas seguintes funcionalidades:

e Imagem apresentada em diferentes fatores de ampliacdo com qualidade melhorada
por pré-filtragem anti-aliasing. Esta sera talvez o principal fator distintivo da interface
comparativamente aos softwares em uso no Ipatimup (e ndo s6). A possibilidade de vi-
sualizar a imagem com boa qualidade independentemente da ampliacéo (x2, x4, x10, x20
ou x40) permite ao utilizador total liberdade para efetuar a analise da imagem da forma
mais apropriada e eficiente;

e Mecanismo de visdo global + detalhe. Este mecanismo proporciona uma intuitiva ori-
entacdo de navegacéo e instantanea visualizagdo de regides de interesse. Adicionalmente,
é indicada a area da lamina em exibicdo, sendo esta colorida de acordo com a sua ampli-
acdo de analise. Deste modo, o utilizador é provido do registo das areas analisadas e suas
respetivas ampliacGes de anélise e, em consequéncia, do registo da sua trajetéria até entéo
percorrida na imagem, o que lhe permite confirmar a cobertura de toda a lamina. Além
disso, ao serem apresentadas as exatas coordenadas de analise, referenciadas tanto nas
overviews como no visualizador, é facilitada qualquer iniciativa de analise colaborativa;

e Multiplos mecanismos de navegacdo. O software dispde de eficientes mecanismos de
navegacdo, baseados em dispositivos de entrada ergonémicos, tais como o rato, o teclado
e 0 joystick, que proporcionam o “percorrer” da imagem, o zooming e o drag-and-drop,
ou melhor dizendo, uma completa exploracdo da imagem. Todavia, acredita-se que a na-
vegacao através de atalhos do teclado sera provavelmente a escolha da maioria dos utili-
zadores. Particularmente 0 modo varrimento sistematico (navegacdo orientada por blo-
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cos) certamente serd a modalidade mais utilizada pelos patologistas uma vez especial-
mente desenvolvida para acelerar o processo de analise da imagem. Na tabela 4.1 é espe-
cificado o tipo de navegacdo proporcionado por cada dispositivo;

e Realizacao e revisdo de anotagdes. Durante a analise o utilizador é provido de um leque
de ferramentas para realizacdo de diferentes anota¢Ges em variadas cores e formatos. Este
podera proceder a insercao de marcas e texto ou a delimitacdo de uma regido de interesse
(de forma esponténea ou recorrendo a formas geométricas), dispondo ainda de um meca-
nismo de “navegacao” sobre as anota¢des efetuadas. Dada a possibilidade de serem ex-
portadas, estas anotacdes poderdo ser utilizadas para revisdo de diagndstico, realizagao
de uma analise colaborativa de um caso complicado ou ainda criagdo de uma base de
dados de imagens digitais e analises correspondentes;

¢ Analise quantitativa. O conjunto de ferramentas de apoio estatistico implementado per-
mite uma correta inferéncia sobre a morfologia de nucleos/nucleoides (ex. area, solidez,
perimetro e orientagdo) e suas distribuicGes dentro do tecido (medindo distancia entre
dois pontos ou tirando medidas com uma régua). Um dos grandes beneficios da analise
assistida por computador é possibilitar medic¢Ges precisas e reprodutiveis de propriedades
de elementos bioldgicos de interesse ou areas suspeitas;

e Exportacdo de subimagens. Subimagens ou “snapshots” de determinadas regides de
interesse da lamina poderao ser partilhadas, anotadas, arquivadas e recuperadas posteri-
ormente para revisao de diagndstico. Em especial, a analise colaborativa e a revisdo do
diagnostico sdo significativamente mais expeditas e seguras manuseando imagens digi-
talizadas ao invés das laminas fisicas. Além disso, a informac&o das areas da lamina ana-
lisadas, bem como toda a informagao da mesma poderdo, também, ser guardadas;

e Atalhos do teclado. Através de variados atalhos do teclado o patologista poderéa agilizar
a analise (através de uma eficiente navegacdo) e aceder de forma prética e comoda a
maioria das ferramentas implementas, 0 que aumenta a sua produtividade.

Tabela 4.1: Dispositivos de entrada e respetivos mecanismos de navegacao.

Joystick Teclado (teclas) Rato

Navegacdo guiada por cursor ‘ Navegacdo normal (setas) = Overview + detalhe

Navegacédo normal Navegacdo orientada por = Zoom in/out
blocos (setas)

Zoom infout Zoom in/out (i/o) Drag-and-drop

Navegacdo pelas anota- = Navegacdo pelas anotaces (botéo es-
¢Oes (p - previous/n - next) = querdo - next/botdo direito - previous)

Centralizagdo da posicdo do cursor
(duplo clique com o botéo esquerdo)
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4.1.2 Eventuais melhorias

As melhorias que se descrevem de seguida sao enderecadas a otimizacao do software, que devido
a limitagdo de tempo e recursos ndo foi possivel ser realizada.

As imagens microscopicas possuem dimensdes extremamente grandes, pelo que ecras de
elevada resolucéo poderédo fornecer uma maior quantidade de informacédo durante a ana-
lise. O ecrd utilizado possui uma resolucédo de 2560 x 1440, contudo sugere-se a utilizacao
de ecras de mais alta resolugdo, de preferéncia de grau médico, o que, em conjunto, pro-
porcionaria uma melhoria na qualidade de visualizacdo e, como resultado, uma significa-
tiva reducdo da duragdo de anélise;

A importacdo da imagem, apesar de poder ser realizada em offline, apresenta, todavia,
uma duracdo relativamente longa. Seria eventualmente interessante explorar o uso de
GPUs e tecnologias web (ex. cloud computing) a fim de acelerar este processo, como
também otimizar a execugdo do programa e/ou armazenar as subimagens resultantes do
pré-processamento, evitando a sobrecarga da memoria do computador;

A necessidade de pré-processamento de imagem e a metodologia aplicada limitaram o
mecanismo de zooming implementado a uma réplica do zooming proporcionado pelo mi-
croscopio 6tico convencional, quer dizer, um mecanismo discreto de alteragdo da ampli-
acdo da imagem. De grande utilidade seria encontrar uma forma de ultrapassar este in-
conveniente e efetivamente implementar o zooming continuo;

Apesar da diversidade de ferramentas para realizagdo de anotagdes e de apoio estatistico
a analise ja implementadas, uma mais-valia consistiria em aumentar o leque destas ferra-
mentas dada a sua notavel importancia perante os patologistas.

4.1.3 Futuros complementos

No intuito de dar seguimento ao presente projeto, foram sugeridas pelo Ipatimup novas funciona-
lidades a implementar no futuro, nomeadamente:

Mecanismo de identificacdo do nimero de registo do paciente na lamina;

Navegacao automatica por toda lamina (varrimento completo) com velocidade e término
controlados pelo utilizador;

Navegacédo sobre todas as ld&minas do caso do paciente (dispostas numa “bandeja”);
Visualizagdo simultanea de duas laminas (ex. da mesma lamina adquirida com diferentes
técnicas de coloracdo, como por exemplo H&E e imunohistoquimica, ou ainda de laminas
de diferentes casos);

Criacdo de uma base de dados de imagens digitais e analises correspondentes. Tal base
de dados proporcionaria a criacdo de atlas patoldgicos que podem ser utilizados tanto
para educacéo e formacéo de patologistas, bem como para fornecer as bases para desen-
volvimento de algoritmos de processamento de imagem, como por exemplo segmentacéo
(de nucleos) baseada em deep learning;
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¢ Integracdo de informacéo z-stack (no¢do de profundidade) durante a analise da imagem.

4.2 Algoritmo de identificacédo de nucleoides

O algoritmo de segmentacdo automatica de ndcleos foi desenvolvido tendo em conta que o diag-
nostico do cancro da tiroide baseia-se no reconhecimento de células ou grupos celulares com
caracteristicas especificas e igualmente singulares. Por conseguinte, este foi destinado a identifi-
cacdo de nucleoides em laminas raspadas da tiroide em campo claro. Como resultado, apesar de
em termos médicos ndo apresentar uma deteccao precisa (clinicamente autossuficiente), este al-
goritmo proporciona uma relativa adequada deteccdo/segmentacdo de nucleoides, que, ao ser
complementa com medidas de suas propriedades morfolégicas (area, circularidade e solidez) e de
homogeneidade (desvio padréo de intensidade), apresentadas de forma intuitiva, fornece infor-
mag0es determinantes para avaliacdo do estado e evolugdo da doenga (ver Fig. 4.2). Tendo em
consideracdo a grande variabilidade das imagens de laminas tiroidianas, a metodologia apresenta
ao patologista sugestdes de possiveis falsos positivos, disponibilizando conjuntamente um meca-
nismo de edicdo de resultado. Este mecanismo permite ao utilizador remover objetos indesejados
do output apresentado, incluindo as sugestfes gque realmente correspondem a falsos positivos, ou
neste incluir nucleoides ndo detetados, o que, em conjunto, proporciona-lhe total liberdade para
validar/alterar o resultado proposto pelo algoritmo. Ao fazer uso de uma abordagem nao defini-
tiva, mas sim baseada no feedback e nas orienta¢fes do utilizador, esta ferramenta confere ao
patologista um adicional suporte e bases estatisticas concretas para mais eficazmente e com maior
confianga deliberar o diagnostico.
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Figura 4.2: Nucleoids Segmentation — Interface de segmentacéo automatica de nucleoides.
Destinada para identificagdo de nucleoides em subimagens de 1aminas raspadas da tiroide em campo claro.
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Em seguida, sdo apontados os desafios ao desenvolvimento do algoritmo, assim como abordadas
questdes relacionadas com a sua validacao e sugerida uma alternativa de segmentacdo de obje-
tos/nucleoides.

4.2.1 Desafios ao seu desenvolvimento

A grande variabilidade das imagens e das caracteristicas dos objetos a detetar constituiu o princi-
pal inconveniente a uma identificacdo precisa dos nucleoides, especialmente o ajuste dos para-
metros para atender & maioria das imagens de teste. As maiores dificuldades enfrentadas no de-
senvolvimento do algoritmo de segmentacao automatica de nucleoides consistiram em:

e Os algoritmos de deteccdo/segmentacdo existentes se encontrarem limitados a imagens
que podem ser inteiramente carregadas na memoria;

e Aspetos heterogéneos da imagem e dos elementos bioldgicos presentes ha mesma (a va-
riacdo de intensidade na imagem, a variedade na forma de nucleoides, a aglomeracéo e
sobreposicdo de nucleoides, etc). Em especial, a forma dos nucleoides é sobretudo afetada
pelo grau de malignidade da doenca. Nucleoides que apresentem formas que nao circular
ou eliptica sdo particularmente dificeis de serem detetados pela atual versdo do algoritmo;

e Presenca de elementos indesejados com caracteristicas similares aos nucleoides (ex. man-
chas de forma circular);

e Diferencas na preparacao das laminas (ex. variagdo na concentragdo de corantes);

¢ Incapacidade, enquanto desenvolvedores do algoritmo, para uma identificacdo precisa de
quais os objetos de interesse a detetar na imagem (auséncia de experiéncia clinica).

A metodologia aplicada permitiu atenuar ou até mesmo contornar estas contrariedades, embora
em alguns casos ainda se reflitam nos resultados, como se podera verificar na préoxima seccao
aquando da validacéo do algoritmo (ver Fig. 4.4).

4.2.2 Validagdo

Além de fornecer as bases para o0 seu desenvolvimento, a validacao do algoritmo de identificacdo
de nucleoides foi, também, realizada conjuntamente com o Ipatimup. Por inspec¢&o visual, os ana-
listas do instituto consideraram esta aplicacdo bastante promissora, apresentando resultados sa-
tisfatorios e sobretudo relevantes. A grande relevancia da metodologia baseia-se fundamental-
mente na sua capacidade de otimizacao do trabalho diéario dos patologistas. Com a implementagédo
deste género de algoritmo, a navegacdo/analise da imagem digital poder ser orientada/dirigida a
regides de alta incidéncia de nucleoides (areas que valem a pena analisar), 0 que promoveria uma
significativa diminuicéo da duragdo de anlise. Além disso, um prognoéstico preliminar da malig-
nidade e/ou do grau de gravidade da doenca, baseado, por exemplo, no nimero de nucleoides
detetados e suas morfologias, iria aumentar em muito a confianga e eficiéncia do patologista na
determinagdo do diagnostico.

O algoritmo de deteccdo de nucleoides foi também sujeito a uma validacdo estatistica. Nesse
sentido, a sua principal funcdo, imfindcircles do Matlab, possui como parametros de entrada a

52



4. RESULTADOS, DISCUSSAO E MELHORIAS 4.2. Algoritmo de identificacdo de nucleoides

polaridade dos objetos, a gama de raios, 0 método (TwoStage ou PhaseCode, o utilizado) e a
sensibilidade. De entre estes, o algoritmo é particularmente e significativamente afetado pela sen-
sibilidade, pelo que se optou por definir uma PRC (curva Precisdo vs Sensibilidade ou Precision-
Recall Curve) em funcdo desta varidvel, onde:

VP
Precisio = — (4.1)

VP + FP
Sensibilidade = L 4.2)
VP + FN
F — score =L, 0<F-—score<1 (4.3)
2VP + FN + FP

VP - verdadeiros positivos
FP - falsos positivos
FN - falsos negativos

Para a construcdo da PRC, foram utilizadas 30 subimagens, entre as quais 12 casos benignos, 13
casos malignos e 5 casos tumorais. O intervalo de variacdo da variavel sensibilidade foi selecio-
nado entre 0.82 e 0.92 (com incremento de 0.1). Para cada valor do intervalo, as equagdes 4.1,
4.2 e 4.3 foram avaliadas sobre a totalidade das 30 imagens. A precisdo ou Valor Preditivo Posi-
tivo (VPP) representa a fragcdo de verdadeiros positivos no conjunto dos objetos detetados (medida
qualitativa da deteccdo), enquanto que a sensibilidade/recall ou Réacio de Verdadeiros Positivos
(RVP) exprime a fracéo de verdadeiros positivos detetados entre a totalidade de verdadeiros po-
sitivos existentes (medida quantitativa da deteccdo). Consequentemente, estas duas medidas se
encontram inversamente relacionadas, uma maior taxa de verdadeiros positivos detetados (sensi-
bilidade) s é obtida a custa de uma reducdo da precisdo (aumento de falsos positivos). A analise
da PRC na figura 4.3 sugere gque o valor 6timo para o parametro sensibilidade se encontra entre
0.86 e 0.89, sendo 0.88 o valor estabelecido no algoritmo. Este valor foi considerado o mais ade-
quado ao proposito do algoritmo, apresentando o melhor balango entre VPP e RVP (F-score de
0.95, média ponderada entre VPP e RVP e medida de performance da detecc¢éo). Assim, propor-
ciona uma adequada detecgdo de nucleoides, conferindo a confianga necesséria de que o maior
numero possivel de nucleoides € identificado na imagem, o que pode ser verificado pela sua maior
sensibilidade que acarreta uma menor quantidade de falsos negativos. Além disso, apresenta uma
precisdo compativel, produzindo uma quantidade aceitavel de falsos positivos. No entanto, é de
salientar a particular dificuldade em estabelecer um valor para a varidvel sensibilidade que se
adeque a todas as imagens. Inclusive, em varios casos, ndo hd um valor que funcione bem para
todos os nucleoides contidos numa mesma imagem. Tal facto é até mesmo observavel na PRC e
resulta da existéncia de diferentes tipos de cancro da tiroide com distintas aparéncias, 0 que se
reflete na grande diversidade de cenérios apresentados pelas imagens digitalizadas das laminas.
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Figura 4.3: Precision-Recall curve do algoritmo de deteccé@o de nucleoides.
O valor do parametro sensibilidade corresponde a etiqueta dos pontos de dados.

Em suma, por inferéncia da sua validagéo estatistica e por analise visual, o algoritmo implemen-
tado permite ao patologista inferir adequadamente sobre a presenca de nucleoides, e suas propri-
edades significativas, a partir da qual podera concluir sobre a morfologia e malignidade do cancro
da tiroide. As principais imprecisGes da metodologia sdo verificadas em regifes com uma guan-
tidade elevada de nucleoides sobrepostos e/ou tocantes. Além disso, em imagens em que 0S nu-
cleoides possuem uma baixa concentragdo de corantes (ou se encontram pouco contrastados) é
também denotada uma ligeira diminuigdo do seu desempenho (ver Fig. 4.4). Em vista disso, este
algoritmo necessitara ainda de aumentar a sua robustez a variagbes na forma e tamanho, bem
como na textura dos nucleoides. E também de referir que tanto a avaliagdo visual como a valida-
cao estatistica do algoritmo possuem uma subjetividade inerente uma vez que este requer para-
metros definidos pelo utilizador (maior e menor didmetro apresentado pelos nucleoides), o que
introduz um viés indesejavel na sua avaliagdo. O objetivo da validacéo foi, na verdade, simples-
mente fornecer uma medida de desempenho da metodologia.

Figura 4.4: Inconvenientes do algoritmo de identificacdo de nucleoides.
a) Deteccdo de objetos circulares ndo correspondentes a nucleoides; b) inabilidade para detetar nucleoides
em regides completamente coradas (ou de deficiente contraste); c) insuficiente deteccgdo de nucleoides
quando estes se encontram aglomerados (particularmente tocantes ou sobrepostos).
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4.2.3 Potencial alternativa

Em relacdo a melhorias e/ou alternativas, uma metodologia de segmentacdo que tem sido ampla-
mente abordada e explorada em diversos estudos de segmentacdo de imagens de patologia, quer
histol6gicas, quer citoldgicas, consiste no uso de machine learning. Estes estudos afirmam a sua
superior eficiéncia, particularmente do deep learning, comparativamente aos métodos convenci-
onais de segmentacdo (ver seccdo 3.3.1). De facto, na maioria das recentes competicdes de seg-
mentacdo e detec¢do de objetos em imagens patoldgicas, as melhores pontuac6es foram obtidas
por métodos que incorporaram o deep learning (Irshad et al., 2014; Schmidhuber, 2015). Assim
sendo, uma outra possibilidade para identificacdo de nucleoides consistiria em envergar no estudo
de técnicas de deep learning e sua aplicacdo ao problema (recorrendo, por exemplo, a Neural
Network Toolbox do Matlab). Certamente, uma melhoria no resultado e, portanto, na curva PRC
ird ser lograda. Além disso, tal técnica podera facilitar e/ou possibilitar a classificagdo de nucle-
oides quanto a sua malignidade e, assim, permitir propor uma metodologia de diagnostico.
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CAPITULO

CONCLUSOES

O rastreamento de sinais de malignidade em Iaminas de microscopio constitui um processo arduo,
exigindo alta concentracdo, sendo, por conseguinte, suscetivel a erros cujas repercussoes e con-
sequéncias podem ser irreparaveis. No entanto, os softwares atualmente desenvolvidos para col-
matar as limitagdes apresentadas pela analise microscopica ainda se revelam limitados na analise
que proporcionam e pouco adequados para este fim. Neste panorama, o tema da presente disser-
tacdo, Processamento de Imagem de Microscopio para Analise de Bidpsia, enquadra-se na area
de Imagem Biomédica e teve como principal finalidade propor uma ferramenta computacional de
processamento de imagens microscopicas de hiper-resolucdo para analise de biopsia, necessidade
manifestada pela instituicdo parceira deste projeto, o Ipatimup. Com este propésito, o trabalho foi
fundamentalmente dividido em duas fases. O objetivo da primeira fase consistiu em desenvolver
uma interface de apoio a analise assistida de imagens de microscopia patoldgica. A subsequente
complementacdo desta aplicagdo com um algoritmo de identificagdo de nucleoides em Iaminas
de amostras tiroidianas abarcou o objetivo da segunda fase.

A interface desenvolvida na primeira fase do trabalho, denominada IPathScope, apresenta um
software de apoio a analise assistida de imagens de hiper-resolucdo de laminas digitalizadas, de-
senhado com vista a ser utilizado pelo Ipatimup. Por conseguinte, por forma a propor solugdes as
principais necessidades expostas pela instituicdo, a interface proporciona a visualizacéo da ima-
gem em diferentes fatores de ampliacdo com qualidade apropriada, bem como préaticos e intuitivos
mecanismos de navegacao ao longo da mesma, complementados por zooming e drag-and-drop,
que, em conjunto, permitem reproduzir a experiéncia de utilizar um microscépio 6tico convenci-
onal. O pré-processamento da imagem, incluindo sua divisdo em blocos e filtragem anti-aliasing
dos mesmaos, possibilita um aumento da sua qualidade visual. Operando com dispositivos de en-
trada ergondmicos, como o joystick, o rato e o teclado, é propiciada uma eficiente e agradavel
exploragdo/navegacdo ao longo da imagem, melhorando, consequentemente, a duragdo da ana-
lise. Especialmente a navegacao orientada por blocos através do teclado possibilita uma signifi-
cativa otimizacdo da duracdo da andlise. Analise esta, que podera ser adicionalmente complemen-
tada uma vez disponibilizada uma variedade de ferramentas para realizacdo de anotagdes (po-
dendo o utilizador proceder a exportacdo e “navegacdo” pelas mesmas) ¢ de apoio estatistico,
assim como um conjunto de aplicagdes que permitem a partilha (exportagcdo de subimagens), a
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revisao e a analise visual da imagem, entre as quais um eficiente mecanismo de registo das areas
analisadas, facilitada por um mecanismo de viséo global + detalhe. Ndo obstante, esta interface
podera, ainda, ser aperfeicoada, quer por otimizacdo das fungdes nela implementadas, quer por
acréscimo de novas funcionalidades, como, por exemplo, a exibigdo de todas as laminas do caso
do paciente e o proporcionar da visualizacdo simultanea de diferentes laminas. Uma substancial
melhoria e, seguramente, uma interface de mais alto nivel podera ser alcangada, tal como sugerido
em (Ruddle et al., 2016), por meio de pesada artilharia computacional (monitores de grau médico,
armazenamento, largura de banda de rede, integracdo de sistemas, entre outros), o que, provavel-
mente, proporcionaria uma duracgéo de analise competitiva com a obtida utilizando o microscépio
Gtico. Posto isto, em sintese, este software ndo pretende substituir o microscépio e muito menos
a analise humana, mas sim dotar o citologista/histologista de ferramentas que possam facilitar a
sua rotina de trabalho e, deste modo, melhorar a qualidade do diagndstico. Espera-se, também,
gue com esta ferramenta se tenha demostrado que a analise computacional/digital apresenta im-
portantes vantagens que de outra forma ndo poderiam ser obtidas utilizando microscopios 6ticos
convencionais. Na verdade, a possibilidade de efetuar revisdes e comparagdes entre diferentes
analises, a incentivacao a analise colaborativa e a medicao precisa de propriedades de elementos
biolégicos de interesse s6 aumentam a seguranca do diagndéstico, principalmente tendo em conta
a usual variabilidade de diagnostico entre os patologistas. Variabilidade esta, que, inclusive, é
consideravelmente reduzida ao ser fornecido um feedback ao utilizador. Deste modo, apesar das
barreiras e melhorias a serem realizadas, especialmente a nivel ergonémico e de hardware, a pa-
tologia digital apresenta um enorme potencial e sera certamente o futuro.

Na segunda fase do projeto, com a intencdo de facultar uma ferramenta de assisténcia ao processo
de diagnostico, prop6s-se, também, a desenvolver e/ou adaptar um algoritmo de segmentacéo
automatica de nucleos. Contudo, dada a impossibilidade de desenvolver um algoritmo genérico,
aplicavel a qualquer tipo de imagem, pelas mais diversas razfes, como a grande variabilidade
entre as imagens de microscopia/patologia, este foi destinado a uma aplicacéo especifica, identi-
ficacdo de nucleoides em laminas de citologia ndo-ginecoldgica, particularmente em laminas ras-
padas da tiroide em campo claro. Como resultado, por inferéncia da sua avaliacdo visual e vali-
dacdo estatistica, este algoritmo possibilita uma relativa adequada detec¢cdo/segmentacao de nu-
cleoides, que, ao ser complementada com medidas de suas propriedades especificas (de morfolo-
gia e homogeneidade), fornece informac6es e nocbes determinantes de diagnostico, possibili-
tando, desta forma, uma objetiva conclusdo sobre a morfologia e malignidade do cancro da ti-
roide. No entanto, devido a grande variedade de contetdo das imagens e das caracteristicas dos
objetos a detetar, este algoritmo apresenta ainda certas imprecisdes, produzindo em determinadas
situacdes especificas consideraveis casos de falsos positivos e negativos. Inclusive, de modo a
colmatar as suas limitagdes e a atender a inconsisténcia apresentada pelas imagens de laminas
tiroidianas, sugestdes de falsos positivos sdo apresentados e um mecanismo de edicao de resultado
¢ também disponibilizado, permitindo ao utilizador total liberdade para “afinar” o resultado. Con-
quanto, varios estudos na literatura tém relatado grande eficiéncia do machine learning, em espe-
cial do deep learning, na segmentacéo de imagens patoldgicas, pelo que uma possivel alternativa
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consistira no estudo de técnicas de deep learning e sua aplicacdo ao problema. Convém também
referir que foram utilizadas subimagens de laminas microscépicas, contudo esta abordagem, pos-
suindo um caracter puramente de investigacdo e pesquisa cientifica, fornece as bases para que,
num estudo posterior, tendo sido desenvolvidas as ferramentas adequadas, este algoritmo de seg-
mentacgdo automatica (ou versdo melhorada) possa ser aplicado a imagem na sua totalidade. Con-
sequentemente, uma subsequente técnica de diagnostico poderé ser proposta. Esta poderd, por
exemplo, ser baseada no nimero de células do agrupamento e suas morfologias ou na eventual
classificag@o dos nucleoides proporcionada pela aplicacdo do deep learnig.

Em conclusdo e por inferéncia da sua validag¢do conjunta com o Ipatimup, a ferramenta computa-
cional que se desenvolveu para processamento de imagens de laminas de bidpsia constitui um
protétipo com potencial para se tornar um instrumento de uso diario (suporte de decisdo clinica)
de patologistas, particularmente no dominio da citologia, permitindo uma significativa reducao
das suas cargas de trabalho e uma maior eficiéncia no desempenho das suas fungdes. Esta podera,
por exemplo, ser integrada no Sistema de Informacdo Laboratorial (SLI) de institutos de patolo-
gia. Com vista a tais finalidades, o software deverd, ainda, ser aperfeicoado. N&o obstante, ao
longo desta dissertacdo sdo apresentadas bases para desenvolvimentos futuros, o que inclui a es-
pecificagdo de um conjunto de aspetos a melhorar e sugestfes de futuras novas funcionalidades.
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APENDICE

PRINCIPAIS DISPOSITIVOS DE ENTRADA

Principais dispositivos de entrada da interface IPathScope

e Teclado - Atalhos

Tabela A.1: Atalhos do teclado.

Atalhos Item da interface Acéo

A Annotations: All Exibe, simultaneamente, as anota¢des importadas e as do uti-
lizador, caso houver.

CTRL +E | All + Export annotati- | Ativa a chekbox All, permitindo a exportacdo de todas as ano-

ons tacOes presentes na categoria All.

CTRL +H | Hide background “Oculta” o background da WSI. E exibido um fundo total-

T mente a branco com o registo das regides analisadas.
(Navigation image)

CTRL +1 Annotations: Imported | Exibe as anota¢Ges importadas, caso houver.

CTRL +N Not cursor-guided Alternativamente a navegacéo com o joystick guiado pelo cur-
sor virtual, este é fixo no centro e a imagem € atualizada auto-
maticamente.

CTRL+P Pan Ativa/desativa 0 mecanismo de drag-and-drop.

CTRL +R | imRotate Roda a imagem a um angulo de 90 graus.

CTRL+S Save whole slide Permite guardar a WSI2 se a chekbox Colored estiver ativada,
ou a WSI anotada, caso for a chekbox Annotated a ativada.
Caso contrario, permite exportar somente a WSI.

E Export annotations Permite exportar as anotacdes das categorias All ou Mine, con-
soante a checkbox All estiver ou ndo selecionada, respetiva-
mente.

F Fast scan Ativa/desativa 0 modo fast scan (navegagdo “estruturada”).

H Hide background “Oculta” o background da WSI2. E exibido um fundo total-

(Resolution image)

mente a branco contendo o registo das ampliagdes utilizadas.




A. PRINCIPAIS DISPOSITIVOS DE ENTRADA

Torna possivel ver claramente o percurso e as ampliagdes usa-
das durante a andlise.

| Nenhum Zoom in
M Annotations: Mine Exibe as anotacdes efetuadas pelo utilizador, caso houver.
N Next annotation Exibe a anotacdo seguinte da categoria em exibicdo (Mine, Im-
(quando disponivel) ported ou All).

(@) Nenhum Zoom out
Previous annotation Exibe a anotagdo anterior.
(quando disponivel)

R Reset Restitui a analise inicial da imagem.

S Snapshot Permite guardar a imagem exibida no ecré.

Setas Nenhum As setas (1, L, &, =) do teclado permitem navegar na ima-
gem de acordo com a dire¢do da seta. A navegacao pode ser
continua, com a velocidade controlada pelo quarto eixo do
joystick ou de forma “estruturada” (orientada por blocos) se a
checkbox Fast scan estiver selecionada.

SHIFT + N | Nucleoids Identifica- | ExpGe a interface Nucleoids Segmentation para a imagem exi-

tion bida no ecré.

SHIFT + R | Ruler Permite a medicéo interativa entre dois pontos da imagem.

U Undo Anula a Ultima operacao realizada na imagem.

e Joystick — botdes utilizados

Botdo n® 2
Nucleoids Identification

Botdo n° 3
Zoom in

Botdo n? 4
Zoom out

Eixo n? 4
Controlo da velocidade de

Figura A.1: Legenda dos botdes utilizados no joystick.
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