Desenvolvimento de um Sistema para Contagem Automatica
de Células Sanguineas Através de Visao Computacional
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Resumo. A rapidez e a precisdo em andlises hematologicas sdo de fundamental
importdncia em laboratorios no mundo todo. Sistemas automdticos de conta-
gem celular sdo frequentemente utilizados e tornam-se uma excelente alterna-
tiva aos métodos manuais tradicionalmente aplicados. Porém, os equipamen-
tos empregados sdo normalmente caros. Neste trabalho é descrito o desenvol-
vimento de um sistema de computador para contagem automdtica de células
em campos microscopicos por meio de visdo computacional. Os resultados
alcangados comprovam a efetividade do sistema desenvolvido.

1. Introducao

A anélise de informacdes a partir de amostras bioldgicas, obtidas por técnicas de mi-
croscopia de luz, € uma das atividades mais comuns em laboratdrios. A obtencdo destas
informacdes pode ser bastante dispendiosa, como € o caso da contagem de células ou
coldnias, realizada manualmente por especialista. No caso especifico de amostras de san-
gue, contadores automatizados podem ser utilizados na contagem de células sanguineas,
oferecendo seguranca e rapidez na analise hematoldgica. No entanto, algumas amostras
analisadas pelos contadores automatizados de células ainda requerem avaliagdo por um
especialista humano através da distensao de sangue periférico para permitir a observagcao
de anormalidades morfoldgicas e outras alteragdes [Failace and Pranke 2004]. Além
disso, os equipamentos empregados sdo caros, o que impede ou dificulta a sua utilizagdo
em pequenos laboratérios ou mesmo em ambientes de ensino.

Observa-se, ainda, que em func¢do da automatizacdo por contadores de células
(andlise quantitativa), a utilizagdo da microscopia de luz somente € pritica para casos
selecionados (andlise qualitativa). Apesar da alta confiabilidade dos contadores automa-
tizados, a observagdo microscopica cuidadosa dos hemogramas nio concordantes pelo
aparelho diminui a possibilidade de qualquer alteragdo presente nao ser observada e in-
dicada no hemograma [Failace and Pranke 2004]. A disponibilidade de um sistema que
realize a contagem diretamente da lamina amostrada para o exame qualitativo podera re-
presentar uma inovacao para a drea, € constitui uma primeira etapa para a resolucdo de
problemas que permeiam a propria anélise qualitativa.



A vis@o computacional, por sua vez, vem sendo aplicada com sucesso em diferen-
tes areas, de modo que informacdes sejam extraidas de imagens digitais de forma auto-
matizada. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver um sistema de
computador que realize contagem automatica de células sanguineas em laminas contendo
esfregaco de sangue.

Na sec@o 2 sdo apresentados trabalhos relacionados com andlise automatica de
amostras bioldgicas por computador. Em seguida, na secdo 3, sdo apresentados alguns
conceitos basicos relacionados ao processamento de imagens digitais e visdo computaci-
onal. Na secdo 4 ¢ descrita a metodologia proposta empregada no desenvolvimento do
sistema descrito. Na sec@o 5 sdo discutidos os resultados experimentais obtidos. Final-
mente, na secdo 6 sao apresentadas as conclusdes e perspectivas para trabalhos futuros.

2. Sistemas de Analise Automatizada de Amostras Biolégicas

Sistemas de andlise automdtica de imagens estdo sendo cada vez mais utilizados
em aplicacoes que variam de robdtica até monitoramento automdtico de trifego
[Denman et al. 2006, Stivanello and Gomes 2006, Siegwart and Nourbakhsh 2004]. No
caso especifico de procedimentos laboratoriais, também ja encontram-se disponiveis sis-
temas que dao suporte aos procedimentos de andlise.

O Lohitha ¢ um exemplo de software baseado em processamento de imagens e
visdo computacional aplicado a contagem celular [G. Priyankara and Silva 2012]. O sis-
tema € empregado ao reconhecimento e andlise sanguinea e a geracdo de relatdrios de
hemogramas. A entrada do sistema é uma imagem gerada por um microscépio especifico
e previamente preparada por um profissional treinado. A contagem pode ser feita para di-
ferentes tipos de células de maneira automatica ou interativa (com regides selecionadas).
Criado como alternativa mais econdmica quando comparado a hardwares especificos, este
sistema torna-se vidvel a localidades com restri¢des de recursos sem a substitui¢do do es-
pecialista. O software oferece também agilidade na contagem celular, diminuindo o stress
dos técnicos laboratoriais.

Outro sistema relevante que permite realizar analises diversas em imagens € o
ImageJ [Collins 2007]. Neste sistema de processamento de imagens € possivel extrair
diferentes estatisticas através da aplicacdo sequencial de operacdes que se encontram dis-
poniveis. Este sistema nao € desenvolvido para realizar a andlise de um tipo especifico de
imagem. Desta forma, a responsabilidade da escolha correta da sequéncia de processa-
mento fica a cargo do usudrio.

3. Processamento de Imagens e Visao Computacional

Processamento de imagens digitais € a drea do conhecimento que envolve técnicas com-
putacionais que visam tratar os dados obtidos por sensores como cameras, por exem-
plo. Estas técnicas podem ser utilizadas tanto para a melhoria de informac¢do visual
para a interpretacdo humana como para o processamento de dados de cenas envolvendo
percepcdo automatica através de maquinas. Por sua vez, a grande demanda por siste-
mas que realizam percep¢ao automdtica através de maquinas tem impulsionado o grande
desenvolvimento da visdo computacional, que por sua vez emprega tanto técnicas de pro-
cessamento de imagens digitais como técnicas de inteligéncia artificial.



Um sistema de visdo computacional pode ser desenvolvido considerando uma
vasta gama de hardware e software, envolvendo um grande nimero de técnicas. En-
tretanto, podemos identificar passos fundamentais que normalmente se fardo presentes.
Na figura 1 € apresentado um fluxograma que descreve o fluxo de processamento normal-
mente utilizado.
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No fluxo apresentado podemos identificar as sequintes etapas:

e Configuracdo: nesta etapa sdo realizadas defini¢des de parametros iniciais que
podem variar em funcdo do equipamento utilizado, caracteristicas da cena obser-
vada, etc. Diferentes tipos de calibracdo podem ser realizadas neste momento.

e Aquisicdo: € neste momento que ocorre a captura e a digitalizacdo da imagem.
A captura se dd por meio de um sensor eletromagnético e um sinal (raio X,
ultravioleta, luz visivel ou infravermelho). A digitalizacdo é a conversao da saida
elétrica do sensoriamento fisico para a forma digital [Gonzalez and Woods 2010].
A quantidade e a qualidade dos dados obtidos dependerdao do tipo e qualidade
do sistema de aquisi¢cdo. As imagens resultantes podem variar entre imagens
monocromadticas ou coloridas, bidimensionais (2D) ou tridimensionais (nuvens
de pontos 3D) e pelo nimero de bits que definird a sua resolucdo.

e Pré-processamento: esta etapa € realizada com o objetivo de melhorar a imagem
original, aumentando as chances de sucesso dos processos seguintes. Esta fase
engloba a aplicagdo de filtros para correcdes, normalizacdes, tratamento de
ruidos, realce de contrastes, isolamento de regides, etc. Deste modo sdo criados



subsidios para a percep¢ao automatizada.

e Segmentacdo: nesta etapa procura-se isolar os objetos de interesse do resto
da cena, reduzindo desta forma o grande volume de dados obtidos na etapa
anterior. Esta etapa pode favorecer substancialmente a aplicacdo de técnicas de
reconhecimento, no entanto algoritmos de segmentagdo mal aplicados podem
causar problemas as etapas subsequentes [Stefania 2003]. A saida desta etapa €
normalmente uma imagem bindria, onde os objetos de interesse estao separados
do resto da imagem.

e Descricdo: considerada como o problema central de grande parte das aplicacoes
de visdo computacional, é onde se procura formar a descricio correta para
imagens ou sequéncia de imagens [Gribkov et al. 2008]. A representacdo original
de imagens digitais, baseada em amostras pontuais do espaco, nem sempre
¢ adequada para uma andlise direta. De modo geral, procura-se simplificar a
representacdo dos objetos de interesse detectados na etapa de segmentacdo.
Pode-se, por exemplo, representar um agrupamento de pontos através de sua drea,
posicdo central, ou mesmo pontos que fazem parte do contorno. A saida desta
etapa € normalmente uma lista de descritores relacionados a cada um dos objetos

destacados no momento da segmentacgao.

e Identificacdo: uma vez que os dados que descrevem cada elemento ou objeto de
interesse presente na cena tenham sido calculados pode-se realizar a identificacio
ou reconhecimento. E muito comum que nesta etapa seja realizada a classificacio
de cada elemento. Diferentes abordagens podem ser utilizadas, empregando
desde métodos estatisticos simples até reconhecedores de padrdes elaborados
como redes neurais artificiais [Loesch and Sari 1996].

e Extracdo de estatisticas: com base nos objetos identificados, nesta etapa sdo le-
vantadas as informacdes de interesse para a aplicacdo. E neste momento que se
levanta, por exemplo, quantos objetos do tipo A foram identificados ou ainda se
existe ou nao um objeto do tipo B.

A presenca destas etapas em um sistema pode variar dependendo dos requisitos
verificados na aplicagdo. Na secdo seguinte serd discutido o método utilizado no desen-
volvimento do sistema proposto em cada uma destas etapas.

4. Metodologia Proposta

O principal requisito funcional que orientou o desenvolvimento do sistema descrito foi a
contagem automatica de células em amostras bioldgicas. Na figura 2 € apresentado um
exemplo de imagem de amostra de interesse.

O maior desafio no desenvolvimento de um sistema de visdo computacional estd na es-
colha das técnicas de processamento de imagens a serem utilizadas para destacar e ex-
trair a informacdo desejada [Gonzalez and Woods 2010]. Em fung¢do disso, diferentes
técnicas foram avaliadas, de modo a se alcangcar um fluxo de processamento que reali-
zasse a contagem de cé€lulas a contento. O fluxo de processamento empregado no sistema



Figura 2. Exemplo de amostra de interesse - esfregaco de sangue (aumento de
400x, corante Hematoxilina/Eosina)

desenvolvido, assim como as técnicas selecionadas para cada etapa do processamento,
s@o apresentados na figura 3.

A aquisicao das imagens digitais das amostras de interesse foi realizada através de uma
camera analdgica acoplada a um microscopio convencional. Para realizar a conversdao do
sinal original da camera em imagens digitais foi utilizado um conversor analogico-digital.
As imagens obtidas na aquisi¢do se mostraram de boa qualidade, sem a presenca signifi-
cativa de ruido. Quando observado ruido gaussiano, por exemplo, € aplicado um filtro de
mediana como uma etapa de pré-processamento.

Das etapas iniciais de aquisi¢do e pré-processamento sdo obtidas imagens co-
loridas sem a presenga de ruido. Neste momento é necessario separar nas imagens a
fase correspondente ao fundo da fase correspondente as células presentes na amostra.
Para isso, como uma etapa de segmentacdo € empregado um algoritmo de inundacao
que combina as técnicas de detec¢do de bordas, limiarizagdo e crescimento de regiao
[Gonzalez and Woods 2010]. O algoritmo de inundacdo mostrou-se mais robusto do que
uma limiarizacdo direta, principalmente quando observada diferenca de iluminacido ao
longo das imagens analisadas.

Como saida da etapa de segmentacao € obtida uma imagem bindria onde as células
sdo destacadas do fundo. Entretanto, em funcdo de ruido ou outros artefatos presentes nas
imagens adquiridas pode ser obtido um grande nimero de pequenos componentes que nao
representam células e que devem ser eliminados. Para isso, é empregada uma sequéncia
de operacdes morfoldgicas de erosdo e dilatacao, de modo que apenas componentes com
tamanho aproximado ao de uma célula sejam mantidos.

Na etapa de descri¢do cada um dos elementos restantes na imagem sao detectados
através de um algoritmo de rotulacdo de componentes conexos. Neste momento é gerada
uma lista que contém a posi¢ao de cada elemento, além da area calculada com base no
numero de pontos pertencentes ao mesmo. Finalmente, a identificacdo e contagem ¢é
realizada de forma direta, avaliando-se a drea de cada elemento e desconsiderando aqueles
com valores fora de uma faixa aceitavel.

O sistema descrito foi implementado em linguagem C++, utilizando a biblioteca
de processamento de imagens OpenCV [Bradski and Kaebler 2008].
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Figura 3. Fluxo de processamento empregado no sistema

5. Resultados Experimentais

Para validar o protétipo desenvolvido foi realizada uma bateria de testes utilizando uma
base de imagens microscOpicas obtidas a partir de colecdo histologica pessoal para uso
didatico. Foram amostradas 11 laminas como esfregaco de sangue (aumento de 400x,
corante Hematoxilina/Eosina). As amostras foram avaliadas tanto por um especialista
humano quanto pelo sistema automatizado desenvolvido. Os resultados apresentados pela

contagem manual e pelo sistema foram comparados e submetidos a andlise estatistica pelo
teste do Chi-Quadrado. Os resultados sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Numero médio de células contadas por campos microscopicos (n=5)
Contagem Manual Contagem Automatizada Média dos Desvios P

2134 2139 3,1 (1,45%) 0,98

Pode-se verificar que ndo foi encontrada diferenca significante entre a andlise ma-



nual, realizada pelo especialista humano e o sistema computacional desenvolvido. Com
base neste resultado, considera-se que o sistema mostra-se eficiente quando comparado
com o trabalho do especialista humano.

Também foi realizada comparacdo entre contagens de células realizadas através
do protétipo desenvolvido e através do sistema de processamento e andlise de imagens
Imagel. Os resultados obtidos na andlise realizada nos dois sistemas foram condizentes.

6. Conclusoes e Perspectivas

No presente trabalho foi apresentado o desenvolvimento de um sistema de contagem au-
tomatica de células em campos microscopicos por meio de visdo computacional. O sis-
tema desenvolvido apresentou resultados satisfatorios na contagem de células sanguineas
a partir de imagens microscopicas, podendo ser utilizado como ferramenta de auxilio a
andlises bioldgicas.

Como perspectivas futuras pretende-se aumentar a possibilidade de utilizacdo do
sistema no sentido de distinguir dentre diferentes tipos de células presentes em uma amos-
tra. Pretende-se disponibilizar esta funcionalidade através da utilizagdo de reconhece-
dores de padrdes com base em forma e também similaridade de cor, possibilitando a
identificacdo de diferentes morfotipos celulares e avangos na tecnologia biomédica.
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