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Abstract— Digital images obtained through microscopes are
important sources of information used for various activities,
some of them involving the diagnosis of diseases and the study
of treatments. Thus, Digital Image Processing (DIP) techniques
are tools that assist in this data collection. In this context, this
work involved the development of a system for quantification of
microscopic images of pancreatic tissue. Among the
technologies used are Python programming language, Visual
Code Studio text editor, and Tkinter, OpenCV, Pillow and
SciPy libraries. Furthermore, to validate the system, the results
of islets areas obtained by PySG (Python SLIC Graph-Cut —
developed system) and ImageJ, an open access software widely
used in biological sciences for DIP, were compared. In both
systems, the islets were contoured in the images, creating a mask
from which the results were extracted. Then, a statistical
hypothesis testing was performed, obtaining a p-value of 0.4849
and reaching the conclusion that the developed system was
functional and had a similar performance to another system
with the same purpose.

Resumo ou Resumen—Imagens digitais obtidas através de
microscopios sdo importantes fontes de informacédo utilizadas
para diversas atividades, algumas delas envolvem o diagnéstico
de doengas e estudo de tratamentos. Assim, técnicas de
Processamento Digital de Imagens (PDI) sdo ferramentas que
auxiliam nessa coleta de dados. Neste contexto, este trabalho
envolveu o desenvolvimento de um sistema para a quantificagéo
de imagens microscopicas do tecido pancreatico. Entre as
tecnologias utilizadas, tem-se a linguagem de programacdo
Python, o editor de texto Visual Code Studio e as bibliotecas
Tkinter, OpenCV, Pillow e SciPy. Além disso, para a validagéo
do sistema, compararam-se os resultados das areas das ilhotas
obtidos pelo PySG (Python SLIC Graph-Cut - sistema
desenvolvido) e ImageJ, um software de acesso livre muito
utilizado na area das ciéncias biolégicas para o PDI. Em ambos
o0s sistemas, fez-se o contorno das ilhotas nas imagens, criando-
se uma mascara do qual sdo extraidos os resultados. Entéo,
realizou-se um teste estatistico, obtendo-se um p-valor de 0,4849
e chegando a conclusdo de que o sistema desenvolvido é
funcional e possui um desempenho similar a outro sistema com
0 mesmo propdsito.

Palavras-chave—Histologia; Processamento de Imagem
Assistida por Computador; Simple Linear Iterative Clustering.
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I.  INTRODUCAO

A inveng¢do do microscdpio possibilitou a observacdo e o
estudo de um novo ambiente, que antes ndo era possivel ser
visualizado com os olhos humanos. Assim, o surgimento das
imagens microscopicas, visto como um avango da
microscopia, permitiu a andlise desses ambientes
microscopicos a qualquer momento sem estar diretamente em
frente de um microscopio [1]. Em particular, uma das areas
gue mais utilizam imagens microscdpicas é a histologia, que
seria o estudo relativo aos tecidos biologicos e serve como
base para outras areas como na medicina (diagnéstico e
pesquisa de doengas) e biologia (embriogénese) [2].

Imagens microscdpicas de tecidos bioldgicos sdo obtidos
pelo escaneamento e digitalizacdo das l1aminas que possuem
amostras [3]. Para que a analise dessas imagens possa ocorrer
de modo mais efetiva, ferramentas de PDI séo utilizadas para
auxiliar esse processo. No entanto, muitas vezes elas ndo séo
especificas para um processo, sendo mais genérico e manual,
além de serem suscetiveis a erro humano e consumirem tempo
[4]. Assim, sistemas semiautomaticos ou automaticos,
permitem essa transferéncia de trabalhos para as maquinas,
alguns dos exemplos podem ser encontrados na contagem de
microndcleos [5], na contagem de células vermelhas do
sangue [6], na cariotipagem em cromossomos [7] e na
deteccéo de tumores de peles [8].

Em vista do contexto exposto, este trabalho apresenta o
sistema PySG. Ele disponibiliza um método semiautomatico
para quantificagdo de elementos do tecido pancreético para
auxiliar especialistas no processo de identificacdo, separacéo
e quantificacdo dos elementos que compfe o tecido
pancreatico de modo simples. Os resultados obtidos com o
PySG foram comparados com o0s resultados alcancados
utilizando o sistema ImageJ.

Il.  REFERENCIAL TEORICO

A. Conceitos Bioldgicos

O assunto principal tratado nesta subsecao € o pancreas de
ratos, ser vivo e 6rgdo do qual se geraram as imagens
microscopicas utilizadas no trabalho. Além de conceitos
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gerais sobre o pancreas, é detalhado as partes componentes
das imagens do tecido pancreatico.

O péncreas nos ratos, se localiza na parte superior da
cavidade abdominal. Conforme cada autor, a sua divisdo
fisica pode ser realizada de diferentes maneiras: cabeca, corpo
e cauda [9]; segmentos parabiliar, duodenal, gastrico e
esplénico [10]; ou I6bulos duodenal, gastrico e esplénico [11].
Na Fig. 1, tem-se uma representacdo dessa divisdo em
segmentos, onde as porcentagens equivalem a massa que 0
segmento ocupa no orgao.

Ducto

Pancreatobiliar ¢ Ducto Biliar

Estomago

Esplénico

— Veia Mesentérica "

3 Gastrico
Superior

Il Duodenal
IV Parabiliar

Fig. 1. Divisdo em segmentos do pancreas de ratos. Adaptado de [10].
Em relacdo a divisdo funcional do pancreas, a sua primeira
porcdo (exdcrina) pertence ao sistema digestivo, sendo
responsavel pela secrecdo de suco digestivo [12]. Considerada
uma glandula acinosa ou alveolar composta, possui um
sistema ramificado de ductos e &cinos serosos. Um &cino, sdo
glandulas multicelulares revestidos por 40 a 50 células
acinosas pancreaticas, possuindo um formato similar a um
cacho de uvas. Ele sintetiza, estoca e secreta cerca de 20 tipos
de enzimas digestivas, entre as quais tem-se a alfa-amilase
(amido), lipase-colipase (lipidios) e protease (proteina) [13].

Enquanto a segunda por¢do (enddcrina) € responséavel pela
secregdo de hormonios que controlam o metabolismo [12].
Ele é composto por conjuntos de células agrupadas em um
formato elipsoidal, conhecidas como Ilhotas de Langerhans.
Algumas das células que fazem parte destes conjuntos sao as
células alfa (glucagon), beta (insulina), delta (somatostatina),
PP (polipeptidios pancreaticos) e épsilon (grelina) [14].

Desse modo, nas imagens de tecidos bioldgicos utilizados
para o trabalho, os elementos do pancreas que mais se
destacam sdo a ilhotas e os 4cinos serosos, além do tecido
conjuntivo que serve como um revestimento externo do
pancreas. Na Fig. 2, tem-se uma das imagens com alguns
elementos destacados.
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Fig. 2. Elementos do pancreas a) ilhota (area dentro do contorno de cor
vinho) b) &cino (areas coradas dentro do contorno laranja) e c) tecido
conjuntivo (area em branco)

O estudo do tecido pancreético possibilita que doengas
relacionadas a este 6rgdo possam ser tratadas. Entre algumas
dessas doencas, se destacam a diabetes mellitus, a pancreatite
e 0 cancer de pancreas. A primeira, possui duas variacfes
diretamente associado ao pancreas: o tipo 1, que ocorre muitas
vezes pela autodestruicdo imune das células betas; e o tipo 2,
quando por algum motivo, as células criam resisténcia a
insulina  [25]. A segunda, caracteriza pelo processo
inflamatério causada pela ativacdo indevida de enzimas
digestivas nos acinos ou ductos, possuindo dois tipos: a aguda,
inflamacdo causada por calculo biliar nos ductos, ativacao
prematura de tripsina, tabagismo, entre outros [26]; e a
cronica, que ocorre de maneira repentina ou uma evolucéo da
pancreatite aguda [27]. J& a terceira, entre 0 mais comum,
tem-se 0 adenocarcinoma ductal, que por sua dificil deteccéo
possui uma alta taxa de mortalidade [28].

B. Processamento Digital de Imagens

Uma imagem pode ser definida como uma fungéo
bidimensional f(x, y) em que x e y sdo as coordenadas
espaciais e a amplitude de f, a intensidade ou nivel de cinza
do pixel naquelas coordenadas. Assim, PDI, abrange uma
grande variedade de técnicas e um sistema de PDI, pode ser
dividida em cinco etapas [29]:

e Aquisicdo: captura e armazenamento da imagem por
meio de dispositivos com sensores ou scanners;

e Pré-Processamento: técnicas de aprimoramento da
imagem (atenuagdo de ruidos ou corregdo de
contrastes), sendo especificas do problema tratado;

e Segmentacdo: particionamento ou isolamento de
caracteristicas e regifes de interesse. Uso de técnicas
para deteccéo de bordas ou similares;

e Representacdo e Descri¢do: uso de padrbes ou
estruturas de representagdo para armazenar e
manipular os dados adquiridos durante a
segmentacdo. Processo de descricdo através de
vetores de caracteristicas;
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e Reconhecimento e Interpretacdo: reconhecimento
por meio da atribuicdo de identificadores baseado
em descritores. Interpretacdo por meio da atribuicéo
de significado aos conjuntos identificados.

No que se refere aos métodos para segmentacdo dos
elementos utilizados no trabalho, as principais séo:

1) Simple Linear Iterative Clustering (SLIC): um
superpixel seria uma supersegmentacdo da imagem,
caracterizada pelo agrupamento de pixeis que possuem
propriedades semelhantes, por exemplo, cores, texturas ou
intensidades. Algumas de suas aplicagdes se encontra na
segmentagdo de imagens médicas, segmentagdo de
paisagens, estimagdo de profundidade, classificacéo,
deteccdo e rastreamento de objetos [18].

Dessa forma, o algoritmo SLIC, trata-se de uma técnica
para a geracdo de superpixeis proposto por Achanta et al.
[17]. No algoritmo SLIC utiliza informacéo do espago de cor
CIE L*a*b* além das coordenadas x e y da matriz de cores
da imagem para fazer o agrupamento dos pixeis. Segundo os
seus autores, alguns pontos que diferenciam este algoritmo
de outros para a geracdo de superpixeis esta na sua
compacticidade e seu baixo custo operacional.

O algoritmo funciona da seguinte maneira [18]:

a) Recebe como pardmetros
superpixeis (k) desejado;

a qQuantidade de

b) Faz a Conversdo da imagem para o modelo de cores
CIE L*a*b*;

c) Gera k centros espalhados como células em uma
malha na imagem. Cada célula possuindo S =

/N /k,em que N seria o total de pixeis da imagem;

d) Movimenta os centros para uma posicao mais baixa
de gradiente, evitando a sua geragao nas margens;

e) Faz a associacdo de cada pixel com o grupo de
superpixel mais proximo a partir de uma distancia
Dy, considerando-se uma regido de busca de 25x2S
pixeis. O calculo dessa distancia D, é realizada por
meio das seguintes fungdes:

dap = Q=102+ (@ = a)? + (b = by’

Ay = \/(x,- —x)?+ () — y)?
C
S

onde, C seria uma variavel que faz o controle da
compacticidade dos superpixeis;

Ds = digp + dxy

f) Gera um novo centro a partir das médias dos pixeis
no agrupamento. Repete desde o passo e) até que 0s
valores de centros convirjam;

Realizacio: @ PT R::%:‘lﬂecm‘ogico

g) Forca a conectividade de superpixeis, caso alguns
estejam avulsos;

O SLIC, também possui outras versfes, uma delas é o
SLICO ou SLIC com parametro 0. Nele, o algoritmo aloca
o valor C adaptativamente, permitindo superpixeis com
formatos mais regulares [19].

2) Graph-Cut: segmentacdo baseada na utilizagdo de
grafo de fluxos, ele considera que cada n6 do grafo representa
um pixel ou no caso do trabalho, um superpixel. Existem dois
tipos de categorias diferentes tantos para 0s nés e como para
as arestas. No caso dos nds, tém-se as fontes e os terminais.
Enquanto nas arestas, 0s n-links e t-links, sendo
respectivamente, as arestas que conectam aos nos vizinhos e
as arestas que conectam aos nds terminais [20]. A partir
disso, ocorre a rotulacdo dos elementos como plano de fundo
a serem mantidos ou objeto a serem segmentados [21]. Na
Fig. 3, tem-se uma ilustracdo do grafo.

TLinks

NLinks

Fig.3.  Graph-Cut [21].

Em paralelo, as tecnologias utilizadas para o
desenvolvimento do sistema foram a linguagem de
programacgdo Python, em razdo da sua grande quantidade de
recursos [15]; e o editor de texto Visual Code Studio, por
conta da sua compatibilidade com diversas linguagens de
programacdo [16]. Em relacdo as bibliotecas, foram
utilizadas o Scipy para a computacao cientifica, o Pillow para
a manipulacdo de imagens, o Tkinter para a interface gréfica,
0 OpenCV para os algoritmos de PDI e o0 mddulo OS para
utilizar comandos relacionados ao sistema operacional como
a criacdo de pastas.

Ill.  TRABALHOS RELACIONADOS

No doutorado de [6] foi proposto métodos de identificacdo
e quantificacdo de células vermelhas, as hemacias, de
animais silvestres por meio do software MATLAB. Em [7]
houve um sistema de montagem de cariétipo de peixes
também feito no MATLAB. Em [30], os autores descrevem
de modo geral, técnicas de PDI utilizadas em imagens
microscépicas na patologia. O artigo de [31] trata-se de um
estudo de métodos de PDI para doenca diverticular utilizando
um plug-in do ImageJ. J& em [32], os autores aplicam as
mesmas técnicas do artigo anterior, mas para a deteccao
automatica de nucleos das imagens de tecidos do musculo
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liso da parede intestinal. Em [33], os autores propdem
diferentes métodos de segmentacdo utilizando PDI em
imagem de tecido mamario corada com hematoxilina e
eosina, sendo as estruturas observadas: epitélio, limen e
nucleos. Em [34], os autores desenvolveram um sistema para
segmentar e contar poddécitos. No estudo de [35], o processo
de classificacdo dos tecidos pancreéticos foi baseado na
distribuicdo de cores RGB de cada pixel da imagem, sendo
os componentes a serem classificados: fibras colagenas,
tecido adiposo, células acinosas e componente diferente de
tecidos. No artigo de [36], os autores desenvolvem um
método para a segmentacdo de imagens microscopicas com
células cervicais que se sobrepdem.

Para uma compreensao e visualizacdo das técnicas de PDI
utilizadas em cada um dos trabalhos relacionados, a Tabela 1
foi criada. Os trabalhos estdo enumerados conforme a ordem
em que foram citados no decorrer da se¢do. J4 a marcagao
com o X esté relacionada & utilizagéo da técnica de PDI no
trabalho descrito.

TABELAI
TECNICAS DE PDI UTILIZADAS NOS TRABALHOS

. Trabalhos 1/2/3|4e5 67 ‘ 8 ‘ 9
Técnicas —
Modelo de Cor RGB e Tons de cinza X | x| x x x| x
Modelo de Cor HSV X
Filtro Mediano X X
Filtro Bilateral X
Histograma Adaptativo T x| |
Erosio e Dilatacio x| x| x
Afinamento x
Limiarizagao com cores 1T 1 ] x| x
Limiarizagao binaria X | x
Limiarizagao por Entropia Maixima x
Limiarizagio de Otsu T =] x|
Limiarizacio Triangular Adaptativa x
Deteccio de borda x
Detecgao de borda Suzuki 1T 1 | x |
Detecgao de bordas por Watershed x
Regiao conexo x| x x
Esqueleto T | | =x [
Algoritmo SLIC x x
Fast Radial Symmetry Transform x

IV. SISTEMAPYSG

A implementacéo foi realizada em um notebook pessoal
com sistema operacional Windows 10 de 64 bits com um
processador Intel Core i7-85850u 1.8 GHz e memoéria RAM
de 8GB, nédo sendo estes 0s requisitos minimos ou maximos,
apenas os disponiveis no momento da codificacdo. Além
disso, foram utilizados conceitos de Computacéo | e 1, como
légica computacional e programacao orientado a objetos. Em
paralelo, houve a geracdo de diagramas para compreender
melhor o funcionamento do sistema. Uma delas, pode ser
observada na Fig. 4.
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Fig. 4. Diagrama de fluxo do sistema.

A. Avaliacdo de desempenho do sistema

A validacdo do sistema se deu por meio da comparagdo
dos resultados obtidos entre o sistema desenvolvido, nomeado
de PySG (Python SLIC Graph-Cut) e o ImageJ, um software
gratuito e muito utilizado na &rea de bioldgicas como
ferramenta de PDI [22]. Os valores analisados foram as areas
de 10 ilhotas identificadas a partir de 8 imagens
microscopicas. Totalizando entdo, 10 unidades de amostras
para cada sistema. Essas imagens podem ser observadas mais
detalhadamente na Fig. 5.
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Fig. 5. Imagens microscdpicas do tecido pancreético, coradas por
hematoxilina e eosina, obtidas de um microscépio com objetiva de 20x.
Os elementos circulados sdo as ilhotas identificadas utilizando o PySG,
todas as imagens possuem uma barra de escala originais da imagem
com o valor de 200pm.

Assim, os testes utilizados nos resultados das é&reas das
ilhotas, foram o teste de normalidade de Shapiro-Wilk [23],
para descobrir o tipo de distribuicdo dos dados. Ja o teste de
hipdtese foi o t de Student [24], para verificar se 0s sistemas
possuiam desempenhos similares.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir dos experimentos realizados
para comparar o desempenho entre os dois sistemas: 0 PySG
e 0 ImageJ, sdo apresentados na Tabela Il. Um detalhe a se
ressaltar sobre os valores, se deve a que o0 sistema
desenvolvido obtém o comprimento da barra que a imagem
microscopica possui no canto inferior direito de forma
automatica. Esse comprimento em pixeis entdo, é utilizada
para se obter parte das informacdes necessarias para o célculo
das areas. Assim, ndo se pode dizer com certeza que 0s
valores sdo idénticos aos encontrados na literatura, pois para
que esse valor condiga, a pessoa que escaneou a lamina de

Realizacio: @ PT ﬁ:’igl&ﬂecm'ogico

tecido deveria ter igualado a régua milimétrica fisica com o
valor da barra virtual do microscépio.

No caso do Imagel, esse comprimento foi obtido
manualmente, tracando-se uma linha na imagem com
algumas ferramentas que o software disponibiliza.

TABELA I
RESULTADOS
ImageJ PySG
13689,675 | 13712,366
23989,450 | 26424,190
11175,117 | 10926,090
11362,683 | 11322,826
13950,693 | 14877,720
11480,702 | 11640,761
10003,144 9087,500
3940,648 4355,978
3235,154 3598,913
17699,437 | 16797,860

Assim, utilizando os resultados da Tabela 1l e um nivel de
intervalo de confianca de 95%, realizou-se o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, sendo o0 mais adequado para
amostras que possuem de 4 a 30 unidades [23]. Desse modo,
0s p-valores obtidos do teste sdo encontrados na Tabela I11.

TABELAIII
P-VALORES OBTIDOS PELO TESTE DE SHAPIRO-WILK

ImageJ
0,5306

PySG
0,4159

A partir desses p-valores maiores do que o nivel de
significancia de 0,05 (néo rejeicao da hipétese nula), decidiu-
se 0 uso de um teste paramétrico e que fosse pareado por
ilhota. Entéo, o teste escolhido compativel com os critérios,
foi ao teste t de Student pareado que gerou um p-valor de
0,4849, levando a um resultado onde ndo havia nenhuma
evidéncia estatisticamente significativa de que o0s
desempenhos fossem diferentes.

Além disso, no decorrer dos experimentos, notou-se uma
facilidade por parte do PySG para segmentar objetos grandes,
em razdo a boa aderéncia as bordas que o SLICO possui [19].
Diferente do ImageJ, em que o nivel de atencéo durante o seu
manuseio em certas funcionalidades é necessario para se
obter um contorno mais ajustado ao objeto.

VI. CONCLUSAO

O sistema PySG auxilia o especialista a identificar, separar
e quantificar os elementos do tecido pancreatico. Além disso,
através validacdo, percebeu-se que o PySG, possui um
desempenho similar ao Imagel. No entanto, apesar dessa
semelhanca, o PySG possui vantagem na segmentacdo dos
objetos em razdo sua praticidade que permite o usuério fazer
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um contorno aparente sobre os objetos, sem a necessidade de
um contorno detalhado para que a segmentacdo ocorra,
diferente do ImageJ.

Algumas das sugestfes para trabalhos futuros seria a
inclusdo de outras funcionalidades para o sistema, como para
a contagem de nicleos; ou a possibilidade de adaptar o
sistema como uma funcionalidade a ser acrescentada no
ImageJ, por ela ser open source e possibilitar que
modificagOes a parte possam ser realizadas.
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