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RESUMO

Novos farmacos devem passar por testes que verificam seus efeitos sobre o
desenvolvimento do sistema vascular. Para realizar tais testes, € comum que estes
farmacos sejam postos em um pellet e entdo sejam inseridos em um ovo de galinha
fecundado. Neste ovo séo testados os efeitos dos farmacos sobre o desenvolvimento
do embrido. Para verificar a receptibilidade e efeitos do farmaco, € aberta uma
pequena janela no ovo e entdo ele é posto em um microscépio especializado para que
sejam contados manualmente todos 0s vasos sanguineos que se conectaram ao
pellet. Porém, esta tarefa se mostra laboriosa e improdutiva. Diante deste cenério, é
proposto o desenvolvimento de um sistema empregando visdo computacional capaz
de, a partir de fotos tiradas do microscopio, automatizar a rotina de analise das
imagens adquiridas das amostras adquiridas. Para tal foi desenvolvido um método de
esqueletonizacao e contado os vasos em torno do pellet assim como a densidade de
vasos e 0 numero de vasos por milimetro no pellet. Assim foi feito um sistema que

conseguiu contabilizar de forma confiavel os dados requisitados.

Palavras-chave: Engenharia Mecatronica, Angiogénese, Visdao Computacional,

Programacao.



ABSTRACT

New drugs must undergo tests that verify their effects on the development of the
vascular system. To perform such tests, it is common for these drugs to be placed in
a pellet and then inserted into a fertilized chicken egg. In this egg the effects of the
drugs on embryo development are tested. To check for drug receptivity and effects, a
small window is opened in the egg and then placed under a specialized microscope to
manually count all blood vessels that have connected to the pellet. However, this task
is laborious and unproductive. Given this scenario, it is proposed to develop a system
employing computer vision capable of automating the routine of analysis of acquired
images from acquired samples. For this, a skeletonization method was developed and
the vessels around the pellet counted as well as the vessel density and the number of
vessels per millimeter in the pellet. Thus was made a system that could reliably count

the requested data.

Key-words: Mechatronics Engineering, Angiogenesis, Computational Vision,

Programming.
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1. INTRODUCAO

A comunidade académica busca desenvolver equipamentos e softwares
inovadores para atender as necessidades tecnolégicas do mundo contemporaneo.
Sendo assim, faz-se necessario a busca de bons produtos que venham a qualificar os

resultados.

Com este objetivo, e a necessidade de mensurar resultados mais
fidedignos nas suas atividades laboratoriais, o Laboratério de Estudos em Bioatividade
e Morfogénese Animal (LEBIMA) do Departamento de Biologia Celular, Embriologia e
Genética da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) levantou a importancia
do desenvolvimento de um software de visdo computacional. O desafio proposto
consiste em automatizar a contagem de vasos sanguineos no perimetro de um pellet.
Um pellet pode ser definido como um pequeno disco de uma substancia polimérica

gue se dilua em meios aquosos liberando um farmaco compactado em seu meio.

A pesquisa realizada pelo laboratorio LEBIMA atualmente consiste em
desenvolver um método de contabilizacdo de vasos sanguineos em ovos de galinha
fecundados. Nestes ovos sao abertas janelas e inseridos os pellets com o intuito de
estudar a formacdo de novos vasos sanguineos no embrido para compreender a

receptibilidade do farmaco.

Para realizar a mensurag¢do dos dados era utilizado um método manual
considerado improdutivo e muito laborioso. Desta forma, existe a necessidade de
equipamentos e softwares mais eficazes, onde € possivel mensurar numericamente
os dados. Tendo em vista o acima descrito, propde-se desenvolver um sistema

computacional capaz de automatizar a rotina de andlise das imagens adquiridas.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo principal

Desenvolver um sistema de computador que automatize atividades de

avaliac@o de amostras biologicas no contexto da pesquisa de angiogénese.
2.2. Objetivos especificos

a) Desenvolver um algoritmo capaz de contabilizar os vasos sanguineos no

perimetro do pellet;
b) Quantificar a densidade de vasos sanguineos préximos do pellet;

c) Desenvolver uma metodologia para a captura das imagens utilizadas para

fins de padronizacao.

d) Desenvolver uma Interface grafica para usuario intuitiva e simples.



3. Referencial tedrico

Para melhor entendimento do desenvolvimento e apresentacdo dos
resultados € importante compreender alguns conceitos especificos. Esta secdo tem
como intengdo sanar alguma possivel duvida conceitual antes de se iniciar o
desenvolvimento em si. Na sequéncia sdo apresentadas as secdes de Embriologia

(3.1) e Processamento de imagem (3.2).
3.1. Embriologia

Embriologia € um ramo da biologia que estuda a formacg&o de um embrido
animal apés a fecundacdo até a formacdo completa do individuo. A formacéo do

individuo passa pelas fazes de morula, blastula e gastrula.

Durante o desenvolvimento do embrido s&o criados novos vasos
sanguineos que futuramente se tornardo veias e artérias. Estes vasos podem ser
definidos como estruturas constituidas basicamente de uma monocamada de células
endoteliais, as quais se interconectam para formar tubos que viabilizam o fluxo do
sangue e a perfuséo tecidual no organismo (Tobelem, 1990; Sweeney, 1998). Na
sequéncia sdo apresentados mais detalhes sobre os dois processos (Angiogénese e

Intussuscepcao).



3.1.1. Angiogénese

O termo angiogénese, também conhecido como “brotamento”, foi adotado
em 1935 inicialmente, para descrever a formacao de vasos sanguineos presentes na
placenta (HERTIG, 1935). E um termo utilizado atualmente para descrever o
mecanismo de crescimento de novos vasos sanguineos a partir de vasos ja existentes

criados por outra angiogénese ou uma vasculogénese.

Na eventual causalidade de uma hipoxia (falta de oxigénio em alguma
regido do corpo) é entdo iniciando um processo de angiogénese, onde ha o
crescimento de um novo capilar e este se estende até a regido obstruida. A Figura 1

€ uma ilustracao que exemplifica o crescimento destes vasos.

Figura 1 - llustragcdo de angiogénese

" i

Fonte: Notas de aula do Prof. Dr. Paulo Fernando Dias

Como visto no modelo este processo possui duas regides diferentes: a
“ponta”, célula de ponta de migragao, e o “corpo” do vaso, células de Deiters ou células
falangeais. Estas partes podem ser mais facilmente vistas na Figura 2 junto de um

exemplo visto em microscoépio:



Figura 2 - Tipos de células durante a angiogénese
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Fonte: Editada das notas de aula do Prof. Dr. Paulo Fernando Dias

Estes métodos de proliferacdo dos vasos ndo sdo os Unicos existentes,
apenas 0s mais importantes para este trabalho. Um Ultimo processo importante é a

Intussuscepcao.
3.1.2. Intussuscepcéo

A intussuscepcao € a divisdo de um vaso sanguineo gracas ao atrito do
sangue dividindo uma capilaridade em duas que saem inicialmente em paralelo. Mais
abaixo pode-se ver na Figura 3 0s processos de angiogénese e intussuscepcao que

serdo os mais abordados no trabalho.



Figura 3 - Diferenga entre intussuscepgdo e angiogénese

Brotamento Intussucepgdo
Fonte: Editada de Prior, Yang & Terjung (1985)

Na Figura 4 pode-se ver os dois processos em um caso real de um embrido
de galinha:

Figura 4 - Exemplo de intussuscepg¢do e angiogénese em embrido de galinha

Fonte: Notas de aula do Prof. Dr. Paulo Fernando Dias



3.2. Processamento de imagem

Para que se obtenha melhor entendimento do trabalho em si é necessario
compreender conceitos basicos relacionados a imagens digitais, como s&o

representadas e como sao realizados 0s processamentos sobre as mesmas.
3.2.1. Imagem digital

Uma imagem digital pode ser descrita como uma funcéo f(x,y) onde cada
par (x,y) € chamado de pixel e possui seu conjunto de caracteristicas, uma imagem
bidimensional feita a partir de niameros binarios (valor de 0 ou 1 chamado de bit)
codificados de tal forma para garantir sua transferéncia, impressao, armazenamento
e visualizacdo. Pode-se ver, na Figura 5, um exemplo de como a imagem digital pode

ser representada.

Figura 5 - Representagio de uma imagem digital
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Fonte: Santiago (2009)

A imagem digital pode ser representada através de dois tipos distintos:
matricial ou vetorial. O tipo vetorial € baseado em uma representacdo matematica e
parametros que formam cada objeto. A matricial funciona, como o nome da a
entender, como uma matriz. Os bits se organizam de forma a gerar uma matriz, onde

cada intervalo regular de bits separa um pixel. Cada pixel pode ser representado na



forma de um conjunto variado e bits, dependendo do método de representacédo das

cores na imagem.
3.2.2. Representacdo das cores

Em uma imagem, as cores podem ser representadas de multiplas formas
variando o significado e ordem dos dados. Estas formas de representacdo sao

chamadas também por espacos de cor.

No espaco RGB (do inglés Red, Green e Blue, traduzindo, vermelho, verde
e azul) € um modelo comumente utilizado onde cada pixel € separado em 3 bytes (8
bits) representando a intensidade das 3 cores. Neste formato cada cor € representada
em valores que vao de zero (00000000), representando a auséncia daquela cor, a 255
(11111111) representando a totalidade da cor. Desta forma uma imagem com o
formato [255, O, 0], por exemplo, seria um vermelho “puro” e uma imagem com um
valor [0, O, 0], o preto. Desta forma €& possivel criar 16.777.216 ou 2563 cores

diferentes.

Existe um outro tipo de espaco, chamado de espaco de cor cinza, que é o
de tons de cinza, onde cada pixel possui apenas um byte que representa o valor de
cinza, onde O seria preto e 255 o branco. Este espaco € o mais utilizado para o

processamento de imagem por ser mais simples e menor.

Além disto existem outros espacos de cores como o CMYK gue seria
equivalente ao RGB, mas com uma melhor definicdo de luminosidade, entre outros.

Alguns exemplos destas cores e suas representacdes podem ser vistas na Figura 6.

Figura 6 - Exemplo de cores em diferentes espagos

GRAY = 1 SETOF DIGITS | ‘RGB’ = 3 SETS OF DIGITS
11111111 01100110 ";-‘a:,;('.;.\:-:
11111111 11100110 | 11001101 | EOLLLGOIEGER LT R T 1

00000000 11111111 “-{f:_‘_h"ﬂ::."\

— 11111111 BREREEE L
10110100 | 10011011 | 01110¢€ 11111111 [LOL L
01100110 RLLAR LY

00110011 00110011 BAGREENE
01010000 00101000 00000000 00110011 00110011 BLLEET)]

00000000 10011001 WitlohRlelih

Fonte: Shutha (2019)



3.2.3. Limiarizacao

Limiarizacédo € um algoritmo computacional que segmenta imagens em dois
conjuntos distintos. Os processos de limiarizacdo podem ser separados em simples e

adaptativa.

3.2.3.1 Limiarizacdo simples

Os processos de limiarizacao simples séo utilizadas em imagens em tons

de cinza. As mais comumente utilizadas neste trabalho sao:
e Binarizacao
e Truncagem

Cada um dos métodos tem como entrada a imagem de origem e um valor
gue serve como limiar de corte. O primeiro processo € o de Binarizacao que € descrito

na Equacéo 1, gerando assim o grafico da Figura 7.

Equacéo 1 - Férmula do processo de binarizagao

255 selmagem,,gina(x,y) > LimiarDeCorte

Pixelgestino = { 0 se nao

Fonte: Proprio autor

Figura 7 - Grdfico da binarizacdo

N S N S N T
i H 1
I
1

Fonte: OpenCV (2019)

Desta forma a imagem tem um efeito preto e branco muito brusco, o que
muitas vezes resulta em um efeito indesejado. Para tal problema foi criada a
truncagem, cujo comportamento pode ser descrito de acordo com a Equacdo 2,

gerando assim o grafico da Figura 8.
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Equacio 2 - Formula do processo de truncagem

ValorDeCorte selmagemg,iginqi(x,y) > LimiarDeCorte

Pixeljeosting = ~
destino Imagemg,igina  Senio

Fonte: Proprio autor

Figura 8 - Grdfico de truncagem

P rer J R

Fonte: OpenCV (2019)

Além dos que ja foram descritos existem outros tipos de limiarizacdo
simples tais como o “ToZero” e versdes invertidas dos métodos. Pode-se ver na Figura

9 o resultado da imagem original apds ser submetida a estes métodos.
Figura 9 - Exemplo de aplicacdo de metodos de limiarizagdo simples

Original Image BIMARY BIMNARY [NV

TRUMNC TOZERD TOZERD_INV

Fonte: OpenCV (2019)
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3.2.3.2 Limiarizacao adaptativa

Estes métodos, diferente dos métodos anteriores, ndo utilizam um limiar
para calcular seus processos, mas uma area para definir o valor de cada pixel a partir

de fungbes mais complexas.

Para tais processos geralmente utiliza-se dois tipos principais de
limiarizacdo adaptativa: a comum e a gaussiana. A limiarizacdo adaptativa comum
recebe como parametros uma imagem em branco e preto, o tamanho da janela e uma
constante C. E entdo calculada para cada pixel a média dos valores de cinza dentro
da janela préxima ao pixel e o valor é entdo reduzido em C. Desta forma o valor do

pixel pode ser definido de acordo com a Equacéo 3.
Equagdo 3 - Limiarizagdo adaptativa simples

Pirel 0, Pixelgntigo < Média da caixa de pixels vizinhos — C
1X€novo = 1 255, Pixelgntigo = Média da caixa de pixels vizinhos — C

Fonte: Proprio autor

O método gaussiano é similar, porém nao € calculada a média, mas sim a
soma de pesos utilizando uma curva gaussiana com centro no pixel do tamanho da
janela. Na Figura 10 pode-se ver um exemplo de trés limiarizacfes: binarizado,

adaptativo comum e adaptativo gaussiano.

Figura 10 - Comparativo de técnicas de limiarizacdo adaptativa

Global Thresholding (v = 127)
s

~z

Original Image

i
744 gt |
-4
B

Adaptive Mean Thresholding

[ svoou me R
[ Je L [4[Zfk i,w
BlT el : |v.-§

Fonte: OpenCV (2019)
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3.2.4 OperagOes basicas de imagem

Sobre uma imagem binaria, que possui apenas valores binarios 1 ou 0, €
possivel utilizar operacdes basicas para criar o que é comumente chamado de ROI

(“regiao de interesse”, traduzindo do inglés, Region Of Interest).

ROI séao as regibes que realmente interessam na imagem, Sao recortes
para eliminar os dados desnecessarios. Por exemplo, na imagem do sudoku (Figura
10) pode-se desejar adquirir apenas as células dos numeros para entdo fazer um
processamento destas células, descartando possiveis partes da imagem como o texto
de rodapé ou o titulo. Para conseguir estas areas temos como auxilio uma miriade de
funcdes pré-existentes analogas as funcdes comuns das portas logicas de Cls como
“E”, “OU” e “NAO”.

3.2.4.1 Operacdes logicas

As operacoes légicas, analogas as operacdes logicas utilizadas em Cls,
podem ser representadas como multiplicacdo ou soma de nimeros binarios (0 ou 1),

por exemplo:

e Operacao E: representada por multiplicacdo (*) abaixo pode-se ver

na Tabela 1 a tabela-verdade da porta E.
Tabela 1 - Operagdo Logica F
Resultado

B
0 0
1 0
0
1

0
1

Fonte: Proprio autor

R R, O o |>

e Operacado OU: representada por soma (+) abaixo pode-se ver na

Tabela 2 a tabela-verdade da porta OU.
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Tabela 2 - Operagio Logica OU

A B  Resultado
0 ‘ 0 ‘ 0
0 1 1
1 ‘ 0 ‘ 1
1 1 1

Fonte: Proprio autor

e Operacio NAO: Representada pela exclamacdo (!) abaixo, na

Tabela 3, pode-se ver sua tabela-verdade.

Tabela 3 - Operacio Logica NAO

A Resultado
0 1
1 0

Fonte: Proprio autor

Existem ainda algumas outras operacfes, mas estas sdo as mais comuns

e as que serdo utilizadas no decorrer do processo.
3.2.5 Operac¢des morfolégicas

S&o algoritmos baseadas na alteracao do formato da imagem com base em
seu formato original.

3.25.1 Erosao

7 BN

O processo de erosdo é analogo a erosdo do solo. Neste processo a
imagem vai perdendo as bordas a cada iteracdo. Isso acaba afinando a forma do
objeto, porém gera descontinuidades que néo interessam. Pode-se ver na Figura 11

um exemplo deste processo.

Figura 11 - Exemplo de erosdo

original Eros8o

Fonte: OpenCV (2019)
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3.2.5.2 Dilatacao

Dilatacao seria o inverso da erosdo. Neste 0 objeto se expande a partir de
suas bordas. Este método € util para unir regides antes separadas. Pode-se ver a

Figura 12 um exemplo deste processo.

Figura 12 - Exemplo de dilatagiao

Original Dilataggo

Fonte: OpenCV (2019)

3.2.5.3 Esqueletonizagao

O processo de esqueletonizacdo parte de uma ROI de uma imagem
binarizada passando por variados processos como: erosdo, dilatacdo, subtracéo,
dentre outros, com o objetivo de formar uma imagem contendo apenas um esqueleto

da imagem original.

O resultado da esqueletonizacdo é um conjunto de linhas de 1 pixel de
espessura que se conectam para formar uma imagem que possa representar, atraves
de linhas basicas ou esqueleto, o formato dos objetos na imagem. Um exemplo pode

ser visto na Figura 13.

Figura 13 - Exemplo de Esqueletonizacdo

original skeleton

Fonte: scikit image (2019)
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3.3 Trabalhos correlatos

Com o intuito de estudar a viabilidade, assim como ter material de base e
uma referéncia dos resultados adquiridos, foi realizada uma busca na literatura de
processamento de imagens realizando esqueletonizacdo de vasos sanguineos. Esta

secao relaciona alguns dos trabalhos encontrados.

No trabalho de Doukas e colaboradores (2006) foi desenvolvido um método
de contagem do comprimento, densidade e nimero de ramificacdes existentes em
uma imagem. Para tal fora realizado um processo de esqueletonizacédo e adquiridos
os dados. Os resultados das 25 amostras foram comparados com a contagem de
especialistas e foi adquirido uma média de erro de 5% em comparacdo com 0

resultado humano de 7% de erro.

Meiburger e colaboradores (2016) criaram um sistema utilizando imagens
acustica. Fora criado um sistema de esqueletonizacao tridimensional para entao
serem adquiridas uma sequéncia de métricas diferentes. O objetivo do trabalho é
aquisicao de dados para prevencédo de canceres malignos, focando na vantagem do

processo ser ndo-intrusivo.

No trabalho de Babin e colaboradores (2017) foi desenvolvida uma técnica,
partindo de dados tridimensionais, com o intuito de adquirir dados sobre a
malformacdo arteriovenosa cerebral detectando, em imagens, 0s nodulos de

malformacdes.

Lasso e colaboradores (2014) implementaram em Matlab transformadas de
Fourier e Gabor de duas dimensfes para esqueletonizacéo de gréaficos de retina com

a intencdo de permitir a deteccdo precoce de doencas como a Retinopatia Diabética.

No trabalho de Croasmun (2012) Foi desenvolvido um método de
esqueletonizacao rapido e confiavel criado especialmente para esqueletonizacéo de
corneas oculares. Neste trabalho sua principal métrica foi o tempo de processamento

utilizado.



16

4 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA PROPOSTO

Nesta secao sera discutido o desenvolvimento do trabalho proposto, sendo

também expostos os requisitos e uma visdo geral do sistema implementado.
4.1Requisitos funcionais e ndo funcionais

O programa desenvolvido € voltado a aplicacbes de contabilizacdo
automatizada de vasos sanguineos realizado em colaboracdo com o laboratorio
LEBIMA - UFSC sob a tutela do Prof. Dr. Paulo Fernando Dias. Atualmente sao
realizados experimentos de analise de quimicos no desenvolvimento de um embrido,
onde é inserido um pellet com o farmaco. Entdo, como métrica do experimento, €
adquirido o niumero de vasos que entra em contato com este composto, de forma

manual, em diferentes momentos para que seja possivel avaliar alteracdes nestes.

Em funcéo disso foi realizada uma analise de recursos e possiveis métricas
necessarias para o programa. Os requisitos definidos foram divididos entre funcionais
e nao funcionais e orientaram o desenvolvimento do presente trabalho. Os requisitos
funcionais, que séo aqueles que definem as funcdes que o sistema deve ter. Foram

estabelecidos os seguintes:
A. Deve ser capaz de contar as métricas;
B. Gravar os resultados em arquivo para Excel.

Os requisitos nao funcionais, que por sua vez dizem respeito a como o

sistema cumprira suas fungdes foram definidos como sendo os seguintes:

A. Ser expansivel: Possibilidade de expanséo do programa para adi¢ao

de futuras novas métricas;

B. Ser de facil utilizacdo: o sistema deve ser amigavel, permitindo a
utilizagdo em laboratorio sem a necessidade de conhecimentos

técnicos mais avancgados.

Uma vez que os requisitos foram definidos, deu-se inicio ao projeto do

sistema, buscando-se atingir todos os requisitos fixados.
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4.2Descricdo das métricas implementadas no sistema

Nesta secao serdo descritas as métricas que serdo adquiridas assim como
uma explicacdo das mesmas e 0 seu respectivo método de captura. As métricas sao:
contabilizacdo dos vasos no perimetro do pellet, calculo da densidade de vasos no

perimetro do pellet e calculo no numero de vasos por milimetro de perimetro do pellet.
4.2.1 Contabilizacdo dos vasos no perimetro do pellet

Esta métrica € importante de se obter pois determina se ocorreu aumento
ou reducdo na formacdo de vasos sanguineos, e, consequentemente, o efeito do

farmaco sobre o individuo.

Para calcular tal métrica foi criado um algoritmo que, a partir de uma
imagem original da amostra, processa a imagem através de uma técnica conhecida
como esqueletonizacdo, amplamente utilizada na industria, de forma que os vasos
presentes na mesma sejam destacados. Em seguida, € calculado o nimero de vasos
gue intersectam uma regiao de interesse circular coincidente com o posicionamento

do pellet. O processo foi montado em um fluxograma que pode ser visto na Figura 14.



Figura 14 - Algoritmo de contabilizacdo de vasos no perimetro do pellet

Aquisi¢ao da imagem

.

Conversdo de RGB para cinza

!

Definicdo de
parametros

v

Segmentagao por
Limianzacao

v

Filtragem por
Operacgbes Morfologicas

.

Esqueletonizagao

Definicdo da Regiao
Interesse em torno do Pellet

.

Contabilizagado dos
vasos

Fim

Fonte: Proprio autor
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Como pode ser visto no fluxograma da Figura 14, o primeiro processo
realizado é a transformacéo da imagem original para cinza. Embora existam algumas
variantes neste processo elas ndo sao de grande influéncia para o resultado final. A

seguir vem o processo de segmentacgédo por limiarizagéo.

O processo de limiarizacao parte de uma imagem em cinza, ou seja, com
os pixels variando do preto ao branco numa escala de 256 valores indo de 0 a 255.
Esta imagem entdo é comparada pixel a pixel de acordo com o limiar. Se este for

maior que limiar, entdo o novo valor do pixel sera 255, caso contrério seré O.

Este método € utilizado para realizar uma binarizacdo uniforme em toda a
imagem, porém imagens naturais, como as adquiridas para este trabalho, possuem
iluminacao variada. Um exemplo do resultado da limiarizacéo € apresentado na Figura
15. O fato de existir uma area de maior luminosidade faz com que a binarizacdo néo

figue uniforme, resultando em regides muito saturadas e regides que ficaram escuras.

Figura 15 - Exemplo de imagem binarizada

Fonte: Proprio autor
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Para resolver este tipo de problema foi utilizado um método de limiarizagao
adaptativo, onde o limiar de uma area especifica € calculado e utilizado apenas para
aquela area. Esta funcéo recebe como parametros a imagem no espaco de cor cinza,
0 método de limiarizagao, assim como o método de calculo do limiar, e uma variavel
de subtracdo do valor de média. Utilizando este método a qualidade da imagem

melhora consideravelmente, como pode-se ver na Figura 16.

Figura 16 - Limiarizacdo adaptativa simples

Fonte: Proprio autor

Embora este resultado possa ser considerado bom, principalmente se
comparados com uma simples binarizacdo, ainda existe uma forma diferente de se
calcular o limiar. Este método faz uma média de pesos correlacionados com a curva
gaussiana. Dessa forma os pixels mais proximos ao pixel origem tem maior influéncia
do que pixels que estdo mais longe. Abaixo pode-se ver, na Figura 17, um exemplo
com o0 mesmo limiar e imagem que a anterior, porém agora utilizando a limiarizacao

adaptativa gaussiana.
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Figura 17 - Limearizacdo adaptativa gaussiana

Fonte: Proprio autor

Uma vez definido a limearizacdo é entdo passado a parte de
esqueletonizacdo. Embora em alguns métodos possam existir outras variaveis, neste
apenas o numero de iteracdes pode ser alterado. Na Figura 18 pode-se ver o resultado
de uma esqueletonizacdo tanto para 1000 iteracOes (direita) quanto para duas
iteracdo (esquerda). O numero de iteracfes esta relacionado com a esqueletonizacao

dos vasos mais calibrosos, como visto no canto direito inferior das imagens.
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Figura 18 - Resultado da variagdo do niimero de iteragées da esqueletonizagido

(Esquerda: 1000 iteracées - Direita: 2 iteracées)

Fonte: Proprio autor

Concluida a etapa de esqueletonizacdo faz-se necessario que o Usuario
defina iterativamente a regido de interesse, que coincide com a localizagao do pellet

na imagem.
4.2.2 Calculo da concentracdo de vermelho

O célculo da concentracdo de vermelho é uma nova métrica complementar
a de contabilizacdo dos vasos no perimetro do pellet para a determinacdo de um
aumento ou reducédo de endotélio vascular. O processo foi montado em um fluxograma

gue pode ser visto na Figura 19.

Figura 19 - Algoritmo de calculo da concentragdo de vermelho

Inicio |

T

Aquisicio da imagem

.

Definicio da Regifio
Interesse em torno do Pellet

v

concentracdo de
vermelho

.

Fim

Fonte: Proprio autor



23

Anéalogo a contabilizacdo dos vasos no perimetro do pellet este processo
adquire a imagem original no espaco de cor RGB, captura a ROI pelo usuario e entédo
adquire uma média de todos os valores vermelhos na ROI. Pode-se ver na Equacéo

4, logo abaixo, como ela é calculada.
Equagdo 4 - Cdlculo da concentragio de vermelho

. Meédia do valor vermelho dos pixels
Concentracaoygrmeiho = SeC * 100 %

Fonte: Proprio autor
4.2.3 Calculo do numero de vasos por milimetro de perimetro do pellet

Complementarmente a contabilizagdo dos vasos no perimetro do pellet, o
célculo do nimero de vasos por milimetro é uma das métricas importante. Com o
decorrer do tempo em que o pellet se encontra em contato com o espécime, o pellet
pode variar o seu tamanho de forma inconstante. Assim sendo, para fins de

comparacao, esta meétrica se mostra mais adequada.

Seguindo 0 mesmo processo de esqueletonizacdo e realizando a
interseccdo com a ROI utilizado na métrica de contabilizacdo dos vasos no perimetro

do pellet, é entdo calculada a métrica de acordo com a Equacéo 5.

Equagdo 5 - Cdlculo de Vasos por milimetro

N%de vasos

Vasos —
/mm T * Diametro do pellet

Fonte: Proprio autor
4.3Interface gréfica

O programa desenvolvido, denominado “BioVisage”, foi implementado em
C++ utilizando o ambiente de desenvolvimento Visual Studio 2017 e a biblioteca de

processamento de imagens OpenCV.

7

Esta segue o modelo de interface MDI. Este modelo € um método de
organizacdo de aplicacdes graficas em janelas que residem em uma Unica chamada

de janela principal da aplicacédo que pode ser vista na Figura 20.
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Figura 20 - Janela principal da aplicagao

L§! B - o pes
Painel de Imagem = o @7-
= s Y % \ Vi / B
- 9
h
S
Fonte: Proprio autor

4.3.1 Telas de configuracdo e aquisicdo de dados

O sistema foi criado de tal forma que possam ser alterados os parametros
dos processos de acordo com as necessidades dos usuarios a partir da interface

grafica. Contém, assim, varios campos de edicdo que podem ser vistos na Figura 21.

Figura 21 - Interface de aquisicdo de dados

£. Definicdo de Limiar e Regido de Interesse = [m} X

Resultado Intersecgdo Esqueletonizado Binarizada Branco e preto  Original '
e 3 AT 3 neih T oy T - "

Valor do Limiar:  22.7% Opgdes de desenvolvedor

Criar Limite Extemo Tipo de limiarizagdo
Limiarizagdo selecionada: 1

nar e M E
Seleciona ovey Tipo de limiarizagdo Bindrio inverti

Excluir Limite Atual
Adaptativo
Dados Limiarizag3o Adaptativa
Didmetro |5 ) mm Janela |101 Atualizar
Muttiplicador | 1 *100% Adaptativo simples

Vasos/mm 3392,920065876  Atualizar Clock

Area 7853981633974  Valor atual 100 | ms
i 31.415926535:

F‘erl‘metro 31,41592653589 T

Quimico Ax-42 Esqueletonizar

Concentragdo |33 Interagdes| 100
Comentério [teste] ]

Guardar

Contar vasos

vasos: 108Densidade: 20,48458

Play

Calcular Fechar

Fonte: Proprio autor

Para que esta flexibilidade seja possivel foi criado um conjunto de

componentes da interface que permite que o usuario altere partes do processo. Mais
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a frente serdo descrito estas partes especificas, assim como uma explica¢do de suas
funcionalidades.
4.3.1.1 Janela de visualizacao

Esta secdo tem como objetivo mostrar os passos da aquisicdo das métricas
para o usuario assim como permitir ao usuario selecionar a ROl desejada, sendo

separada em 6 abas:
A. Imagem original;
B. Imagem no espaco cinza;
C. Imagem binarizada;
D. Imagem esqueletonizada,;
E. Imagem mostrando a interseccao entre a ROl e a esqueletonizacao;
F. Imagem mostrando quais vasos foram detectados.

Na Figura 22, pode-se ver melhor esta se¢éo e seus componentes.
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Figura 22 - Janela de visualizagdo

Resutado Intemvecclo Esqueletonizado  Bnarizads  Branco e preto | Onignal Restado iteseccio Esqueletonzado Bnarzads Banco e preto | Ougral

Resutado ":dﬂ Esqueletonzado | Binanzada | Branco e preto  Orignal | # > letoniado | Brartzads Branco e preto Oviginal

Resutado [IMerseccdo | Esqueletonizado Binarizada Branco e preto Orignal Reakado | tvecoho  Esqueletonizado Brarzads  Branco epto Oignal
N ‘

Fonte: Proprio autor

4.3.1.2 Configuracdo de processamento

Nesta secdo pode-se configurar o processamento de forma que a
esqueletonizagdo varie de acordo com os parametros inseridos pelo usuario. Na
Figura 23, pode-se ver melhor esta secdo e seus componentes, que pode ser

separada em 4 partes distintas: limiar, tipo de limiarizag&o, clock e esqueletonizagéo.
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Figura 23 - Configuragées de esqueletonizagdo

Valor do Limiar; 24.1% Opgdes de desenvolvedor
Tipo de limianzagdo
Uimianzacdo selecionada: 1

Tipo de bmmzaqéoi Binario inverti v |

Adaptativo

[V] Uimiarizacdo Adaptativa
Janela (101 N[ ==
] Adaptativo simples

Intervalo de Atualizagdo
Valor: (100 | ms
Esqueletonizar

[“] Esqueletonizar
hteraoﬁesi 100

Fonte: Proprio autor

O limiar € a barra no canto superior, que serve como valor base do limiar
guando se utiliza os métodos comuns de limiarizacdo como explicados na secao
3.2.3.1. Também é utilizada como varidvel C de acordo com a Equagdo 6, como
explicado na segao 3.2.3.2.

FEquacio 6 - Definigio de varidvel C
C = 50 —Valor do limiar
Fonte: Proprio autor

A secéo de limiarizagdo é utilizada para definir o método de limiarizagao
gue sera utilizado, sendo binarizagcdo comum, ToZero ou outros modelos previamente

abordados na sec¢do 3.2.3.1. Também é possivel selecionar o modo de limiarizacao
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adaptativa, configurar o tamanho do quadrado de pixels que sera utilizado, assim
como o método de limiarizacdo adaptativa, conforme visto na secdo 3.2.3.2.
Prosseguindo, € possivel também configurar o numero de iteracbes da
esqueletonizacdo, que pode influenciar na melhoria da imagem e no tempo de

processamento, conforme visto na Figura 18.

Uma ultima configuracdo é relacionada ao Intervalo de Atualizacdo do
programa. Para encontrar um valor do limiar ideal exige-se que tenham sido realizados
alguns testes. Por esta razédo foi adicionado um botéo de Play/Pause, que servira de
gatilho para que o processo de esqueletonizacdo seja executado a cada intervalo de

tempo.

4.3.1.3 Dados adicionais sobre a amostra analisada

Esta se¢cdo tem como objetivo permitir ao usuario inserir alguns dados para
fins de calculos no experimento e no uso futuro. Possui também a capacidade de
armazenar os resultados adquiridos em um arquivo utilizavel por outros programas de
estatistica como Excel, por exemplo. Na Figura 24 pode-se ver melhor esta secéo e

seus componentes.

Figura 24 - Estatisticas adicionais sobre a amostra analisada

Dados

Didmetro | mm
Multiplicador | 1007%

Vasos/mm NaN

Area MNal
Perimetro  NaN

Quimico

Concentracéo

Comentaro

Guardar

Fonte: Proprio autor
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Nesta secdo pode-se inserir o diametro do pellet assim como um
multiplicador desejado. Este multiplicador sera inserido no calculo de vasos na
periferia do pellet.

4.3.1.4 Interface de usuario responsavel pela configuracdo de ROI

Esta secéo tem como objetivo permitir ao usuario criar uma ROI e todas as
funcdes relacionadas a ele: posicionar, mover, redimensionar e excluir. Na Figura 25

pode-se ver melhor esta secédo e seus componentes.

Figura 25 - Configuracdo de ROl

Crar Limite Bxtemo

Selecionar e Mover

Excluir Limite Atual

Fonte: Proprio autor

4.3.1.5 Realizacdo dos calculos e exibicdo dos resultados

Por fim existem os botBes do sistema que sédo as acdes realizadas pelo
programa, desde o célculo da esqueletonizacdo, a contagem dos vasos, iniciar um
modo de calculo constante da esqueletonizacdo ou entdo o botédo de fechar a tela.
Além disso nesta sessdo também é onde sdo mostradas as métricas calculadas. Esta
Sessao e seus componentes podem ser vistos na Figura 26.

Figura 26 - Realizagdo dos cdlculos e exibicdo dos resultados

Contar vasos
Vasos: /(0 Densidade: 34,20703
Play
Calcular Fechar

Fonte: Proprio autor
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5 RESULTADO EXPERIMENTAIS

Este capitulo trata sobre os testes realizados e a coleta dos dados, assim

como uma avaliagcado do programa como um todo.
5.1Aquisi¢cao de dados

Como primeiro passo deve-se definir como as imagens originais devem ser
adquiridas, buscando sempre evitar alguns problemas como mdltiplas areas com nivel

de luminosidade diferente, fotos desfocadas ou baixa qualidade da imagem.

Levando isto em consideragao, foram analisados os equipamentos e locais
de aquisicao disponiveis, fazendo uma busca nos laboratérios do Centro de Ciéncias
Biologicas (CCB) que contivessem um equipamento de captura de imagem. Foi entdo
encontrado no Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento Animal (LRDA) o
equipamento visto na Tabela 4.

Tabela 4 - Lista de equipamentos

Equipamento Marca Modelo
Estereomicroscopio ‘ Olympus ‘ SZH10
Céamera fotografica digital Nikon D5-Fi2

Software de captura de imagem ‘ Nikon ‘ NIS-Elements (Freeware, 32 bit)

Fonte: Proprio autor

Este equipamento foi escolhido para a aquisicdo das imagens originais
principalmente pela sua qualidade de captura, disponibilidade e se localizar em um
ambiente que permita a padronizacéo das fotos. Uma imagem do laboratério pode ser

vista na Figura 27.
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Figura 27 - Equipamento de aquisicdo de imagens do laboratorio LRDA/CCB/UFSC

Fonte: Proprio autor

Uma vez que foi obtida a permisséo para utilizar o espaco e as ferramentas
de captura foi entdo realizado o processo de preparacdo dos espécimes. Para tal
processo foi utilizado um grupo de ovos de galinha (Gallus gallus) fecundados e
depositados em uma incubadora, na temperatura aproximada de 38°C, localizada no
departamento de Biologia celular Embriologia e Genética (BEG) por um periodo de 2
a 4 dias até que se desenvolvessem. Apds este periodo foi realizada a abertura de
uma janela na casca do ovo para possibilitar 0 acesso ao interior do mesmo e inserido
um pellet. Os ovos previamente citados, assim como a incubadora, podem ser vistos

na Figura 28.
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Figura 28 - Incubadora e ovos com abertura de visualizacdo do desenvolvimento embriondrio

Fonte: Proprio autor

Apbs ainsercdo do pellet a janela de abertura dos ovos € entdo expandida
para facilitar a visualizacdo do mesmo utilizando uma camera acoplada a um
microscoépio 6ptico. O microscopio, assim como 0 ovo com a janela expandida, podem

ser vistos na Figura 29.
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Figura 29 - Microscépio e ovo com janela expandida

Fonte: Proprio autor

Como este experimento tinha como finalidade apenas gerar imagens para
gue o trabalho possa ocorrer, foram capturadas as fotos de testes sem esperar um

periodo para que os espécimes interagissem com o farmaco.

Apbés a aquisicdo de oito imagens os espécimes foram descartados
seguindo a norma oficial de eutanasia aceita pela CEUA n® 6290100717. Uma amostra

das imagens originais adquiridos pode ser vista na Figura 30.
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Figura 30 - Amostra de dado original

Fonte: Proprio autor
5.2Resultados do Calculo Automatizado das Métricas Selecionadas

Nesta secdo os resultados foram analisados e comparados com trabalhos
ou sistemas correlatos. Para tal fim foi pesquisado na comunidade cientifica outros

métodos de se adquirir estas métricas.

Para as métricas de “Vasos no perimetro do pellet” e “Concentracao de
vermelho” foram encontrados dois dois métodos distintos que se aproximavam das
métricas utilizadas neste trabalho. Visto que a contabilizacéo dos “Vasos por milimetro
de perimetro do pellet” € uma métrica nova, ndo foi encontrada em outros trabalhos,

portanto, € impossivel de se comparar.

Para fins de comparagéo na métrica de “Vasos no perimetro do pellet” fora
adquirida a mesma métrica com a técnica padréo utilizada atualmente. Nesta técnica
um especialista munido de um contador posiciona o ovo fecundado de tal forma que
o marcador em formato de cruz do microscopio fique sob um dos vasos sanguineos.
Apbs este processo sao entdo contabilizados, com o auxilio de um contador mecéanico,
todos os vasos visiveis seguindo de forma horaria ou anti-horaria pelo perimetro do

circulo.

E importante ressaltar que este método demanda tempo e também possui

uma variacdo em relacdo a quem realiza assim como a disposicdo da pessoa que
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aplica o método. Pode-se ver um comparativo das 8 amostras adquiridas assim como

os valores dos mesmos na Tabela 5, tanto pelo especialista quanto pelo programa.

Tabela 5 - Comparativo de amostragem para vasos no perimetro do pellet

AMOSTRAS ESPECIALISTA BIOVISAGE DIFERENCA ERRO (%)
1 146 151 5 3.42
2 135 141 6 4.44
3 105 98 7 6.66
4 130 138 8 6.14
5 142 140 2 141
6 112 121 9 8.03
7 89 79 10 11.23
8 114 114 0 0
MEDIA 123.89 122.44 7.67 6.31

Fonte: Proprio autor

Para andlise da métrica “Concentracdo de vermelho” nao foi encontrado na
literatura um método com o mesmo resultado métrico. Porém foi encontrada uma
ferramenta consolidada no mercado, chamada ImageJ, capaz de fazer algo analogo.
Diferente da “Concentracéo de tons de vermelho” esta ferramenta possui um plugin,
ou seja, uma funcéo adicional criada por terceiros capaz de calcular a densidade de

vasos em uma imagem. A formula utilizada pode ser vista na Equagéo 7.

Equagao 7 - Cdlculo de densidade de vasos pelo Image]

N@ pixels brancos
N de pixels

Densidade de vasos =

Fonte: Nivetha Govindaraju (2019)

O ImageJ é um software de dominio publico em linguagem Java destinado
ao processamento de imagem. O ImageJ foi desenvolvido para ser um programa de
arquitetura aberta que pode ser expandido via plugins e macros de terceiros. (Nivetha
Govindaraju, 2019)

Podendo adaptar o programa para realizar a mesma tarefa, foram
realizados testes utilizando as duas ferramentas para fins de comparacdo da métrica.

O resultado pode ser visto na Tabela 6.
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Tabela 6 - Comparativo de amostragem para densidade de vasos em uma imagem

AMOSTRAS IMAGEJ (%) BIOVISAGE (%) DIFERENCA ERRO (%)
1 21.67 22.38 0.71 3.27
2 16.70 16.37 0.33 1.97
3 21.75 21.73 0.02 0.09
4 24.77 22.66 2.11 8.52
5 12.76 16.69 3.93 30.8
6 18.91 18.60 0.31 1.64
7 12.56 13.41 0.85 6.77
8 17.64 16.14 1.5 8.50
MEDIA 18.34 18.50 1.22 6.88

Fonte: Proprio autor

Para a ultima métrica de “vasos no perimetro do pellet’” ndo ha com quem
comparar ja que nao foi encontrado na bibliografia alguém que utilize uma métrica

equivalente.
5.3Discusséo geral dos resultados

Nesta secdo foram discutidos os resultados adquiridos assim como 0s
motivos que levaram a existéncia dos erros, possiveis melhorias e futuras

implementagodes.

Partindo dos dados e calculos adquiridos na Tabela 5 sobre a aquisicdo da
métrica “Vasos no perimetro do pellet’, pode-se observar que ocorreu um erro médio
de 6,31% considerando o especialista como correto, caso considere o erro do mesmo
entdo a taxa de erro encontrada é de 13,31%. Este erro é advindo principalmente da
configuracédo utilizada e da falta de métodos de remocao de ruido na imagem. Isso fez
com que alguns pixels que deveriam ser pretos se tornaram brancos e,

consequentemente, interferindo na contagem.

Apesar dos fatos apresentados acima, a contagem pode ser utilizada em
laboratorio sem grandes influéncias negativas advindas do erro principalmente se
munida de ferramentas estatisticas. E importante destacar que este erro é menor que
a taxa de erro humano, que é de 7% (Doukas, Maglogiannis, Chatziioannou, &

Papapetropoulos, 2006).
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Utilizando o dado apresentado a cima pode-se calcular o erro normalizado.
O Erro Normalizado testa a compatibilidade dos resultados das medicbes do
laboratdrio com respeito ao valor de referéncia, muito utilizado pelo Imetro de acordo
com a regra ISO/IEC 17043:2010. Nesta formula é calculada a tendéncia e entdo

dividida pelo erro provavel, como pode ser visto na Equacéo 8.
Equacdo 8 - Calculo do erro normalizado

|MedlaEspecialisra - MedlaBioVisage

ETTronormalizado =

2 2
\/ErroEspecilista + ErroBioVisage

Fonte: Proprio autor

Calculando este valor foi encontrado um valor de aproximadamente 0.15
gue por ser menor que 1, de acordo com a regra citada a cima, esta compativel em

relacéo ao valor de referéncia.

Além disto € importante ressaltar também que a contagem é realizada em
uma foto, estatica no tempo. Diferente da contagem realizada atualmente em
laboratorio onde o espécime é exposto a intempéries, como frio ou pouca humidade,
gue podem acabar por variar o nUmero de vasos visiveis, principalmente quando se

trata de pequenas capilaridades que estdo em processo de formagéo.

Partindo agora dos dados e calculos adquiridos na Tabela 6 sobre a
aquisicdo da métrica “Concentracao de vasos”, foi encontrado um erro médio de
6.88%. Este erro pode ser dado pela diferenca dos métodos de limiarizacéo utilizados
no processo. Na Figura 31, observa-se a comparagdo entre os resultados de
limiarizacdo obtidos. O resultado do programa pode ser visto acima e do ImageJ
abaixo, lembrando ainda que o programa é capaz de alterar o método de limiarizacao,

diferente do plugin do ImageJ.

E importante também ressaltar que, para o programa, € imprescindivel que
seja adquirido o maior numero de detalhes possiveis nas imagens processadas, ja

gue se pretende detectar o maior numero de vasos.
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Figura 31 - Resultados de limiarizagdo

(Acima: BioVisage - Abaixo: Image]

Fonte: Proprio autor

Como visto na Figura 31, no método de limiarizacao utilizado pelo software
ImageJ os vasos menores sao eliminados. Esse resultado pode nao ser adequado
para alguns tipos de analise como os aplicados neste trabalho, de forma que nédo é

ideal para esta aplicacao.

Também comparou-se o resultado adquirido com o trabalho de Doukas e
colaboradores (2006) previamente comentado na secao 3.3. Para esta comparacéo
nao foi possivel utilizar a mesma base de imagens que foram utilizadas no projeto.
Porém foi possivel comparar as médias de erros finais na métrica de concentracao.
No trabalho de Doukas foi alcancada uma taxa de erro médio de 5%, muito proxima a
encontrada no presente trabalho de 6,88%. Esta variagdo é devida a diferenca dos

métodos administrados assim como das imagens que foram utilizadas.
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Por fim, foram analisados os requisitos do projeto, verificando se estes
foram atendidos. Pode-se ver na tabela 7 os requisitos funcionais, explicitando se

foram ou nao concluidas.

Tabela 7 - Requisitos funcionais

REQUISITOS REALIZADO EXPLICACAO
AQUISICAO DA METRICA Sim Foi possivel desenvolver um
“VASOS NO PERIMETRO” método de aquisicao.
AQUISICAO DA METRICA Sim Foi possivel desenvolver um
“DENSIDADE DE VASOS” método de aquisicao.
AQUISICAO DA METRICA Sim Foi possivel desenvolver um

“VASOS/MM” método de aquisicao.

GRAVACAO DOS Foi desenvolvido um método
RESULTADOS EM Sim capaz de capturar os dados para
ARQUIVO PARA EXCEL grava-los em Excel

Fonte: Proprio autor

Também foi analisado se todos os requisitos ndo funcionais foram
atingidos. O sistema atingiu o objetivo de ser expansivel, sendo desenvolvido
empregando ferramentas gratuitas e de ampla utilizacdo para que seja de facil
expansao na aquisicdo de novas métricas ou de métodos diferentes de aquisicao.

Da mesma forma foi atingido o objetivo de desenvolver um programa de
facil utilizacdo, criando-se um sistema interativo de configuracdo simples e prético.

Mesmo para individuos sem conhecimentos técnicos avancados.
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5.3.1 Possiveis melhorias

Pode-se considerar que o programa desenvolvido atingiu seu objetivo ao
adquirir as métricas necessarias de forma confiavel. Porém ainda existem algumas
acOes que podem ser realizadas para a melhoria da aquisi¢cao e processamento das

imagens.

Uma das melhorias seria a utilizacdo de um sistema de remocéo de ruido
entre as fases de limiarizacdo e esqueletonizacdo, assim como apos a fase de
esqueletonizacdo. Desta forma reduzir-se-ia de forma consideravel os desvios

encontrados.

Outra possivel melhoria seria a adicdo de outros algoritmos de
esqueletonizacdo. O algoritmo de esqueletonizacao utilizado para este programa néo
€ 0 Unico existente e nem fora estabelecido uma versao superior na comunidade de
desenvolvimento, de forma que existem muitos metodos para se adquirir a
esqueletonizacdo da imagem. Desta forma, o desenvolvimento de outros métodos de
esqueletonizacdo assim como de limiarizacdo e contabilizacdo podem por acarretar

em melhorias para o programa.

Por fim, outra possivel melhoria para este trabalho seria a utilizacdo de
outros métodos para a aquisicdo das métricas a partir da utilizacéo de inteligéncias
artificiais, pois tais técnicas tém se mostrado promissoras para diversas aplicacdes de

reconhecimento de imagem, padrées e contagens.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema de computador que automatiza
atividades de avaliacdo de amostras biolégicas no contexto da pesquisa de
angiogénese. O sistema desenvolvido foi capaz de utilizar os métodos de
processamento de imagens para extrair informacdes relevantes ao dominio da
aplicacdo como, por exemplo, contagem e densidade dos vasos sanguineos

presentes nas amostras.

Os resultados obtidos pela ferramenta desenvolvida foram positivos,
principalmente tendo em vista que a taxa de erro adquirida nos estudos foi proxima as
de outras fontes bibliograficas e abaixo da taxa de erro humano. Dessa forma, a
ferramenta atendeu os requisitos que orientaram seu desenvolvimento e seu uso

mostrou-se promissor em rotinas laboratoriais.

Algumas melhorias possiveis ndo foram concluidas em tempo habil. Por
exemplo, na etapa de limiarizacdo o usuario deve inserir limiar manualmente, o que
reduz a usabilidade do programa. Sabe-se que existem outros métodos de
limiarizacdo como o método de Otsu que estima o limiar a ser utilizado a partir de um
célculo de todos os valores dos pixels. Da mesma forma existe a possibilidade da

incluséo de filtros para eliminacdo de artefatos indesejados nas imagens.

Como visto anteriormente o programa fora desenvolvido utilizando um modelo
de interface orientado a janelas. Sendo assim, é possivel a adicdo de novas
funcionalidades com relativa facilidade. Além disso, o fluxo de processamento de
imagem foi desenvolvido de forma linear, podendo-se alterar e adicionar novos

processos sem ser necessaria a reformulagdo completa do programa.

Portanto, o trabalho desenvolvido provou-se util, transformando-se numa
ferramenta facilitadora de aquisicdo de dados precisos e confiaveis que pode ser
aplicada no ambito das pesquisas laboratoriais. Neste trabalho também foi possivel
estreitar os la¢os entre as comunidades académicas IFSC — UFSC, abrindo, assim, a

possibilidade de trabalhos futuros para este e outros projetos.
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