Estabilizacao de imagens de video de microscopia intravital
aplicado a deteccao e rastreamento automatico de leucocitos

Bruno C. G. Silva!, Paulo G. Freire?, Danielle Bernardes®, Juliana C. Tavares®,
Rodrigo F. Mello!, Ricardo J. Ferrari?

nstituto de Ciéncias Matematicas e de Computagio (ICMC)
Universidade de Sao Paulo (USP) — Sao Carlos, SP — Brasil

2Departamento de Computacdo — Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar)
Sao Carlos, SP — Brasil

3Departamento de Fisiologia e Biofisica — Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) — Belo Horizonte, MG — Brasil

rferrari@dc.ufscar.br

Abstract. The automatic detection and tracking of leukocytes in intravital video
microscopy can help researchers in developing more effective therapeutic strate-
gies. However, one problem with the in vivo analysis is the movement from the
breathing of the animal, which makes it difficult to track due to momentary loss
of focus of the vessels, causing distortion and blurr to the images. Therefore,
this paper proposes a multiresolution technique for the stabilization of intravital
microscopy images based on the registration of the video frames.

Resumo. A detecgdo e o rastreamento automdticos de leucdocitos em imagens
de video de microscopia intravital podem auxiliar pesquisadores no desenvolvi-
mento de estratégias terapéuticas mais eficazes. Entretanto, um dos problemas
com andlises in vivo é o movimento proveniente da respiracdo do animal, o qual
dificulta o rastreamento de leucdcitos devido a perda momentdnea do foco dos
vasos, ocasionando distor¢do e borramento nas imagens. Portanto, este tra-
balho propdoe uma técnica multiresolucdo para a estabilizacdo das imagens de
microscopia intravital baseada no co-registro dos quadros do video.

1. Introducao

A microscopia intravital € uma ferramenta importante no estudo dos mecanismos celu-
lares e moleculares das interagdes leucdcito-endotélio na microcirculagio dos mais diver-
sos tecidos e em vdrias condi¢des inflamatdrias. A andlise das imagens, em geral realizada
visualmente, permite a contagem e a avaliac@o dos leucécitos rolantes e aderidos nas pare-
des dos vasos sanguineos. No entanto, a andlise visual é um trabalho repetitivo, consome
muito tempo e, dependendo do grau de resposta inflamatdria, a precisdao das medigoes
pode ser significantemente afetada devido a fadiga visual do observador.

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de métodos automdticos em mi-
croscopia intravital é a estabilizacdo dos movimentos do video, ocasionado principal-
mente pela respiragdo do animal. Tal movimento ocasiona mudangas momentineas no
plano focal do microscépio e, consequentemente, gera borramentos e distor¢des nas im-
agens. Apenas alguns poucos trabalhos apresentados na literatura tratam desse problema



[Acton and Goobic 2005]. Acredita-se que ao se estabilizar as imagens de video de mi-
croscopia intravital, o rastreamento se tornard mais robusto e permitird a avaliacdo de
movimento dos leucdcitos.

2. Metodologia

2.1. Banco de imagens

As imagens de video utilizadas neste projeto foram obtidas de eventos microcirculatérios
de vasos cerebrais de camundongos utilizando um microscopio Zeiss Imager M.2 (Thorn-
wood, NY) com objetiva 20XLD. As imagens apresentam 8 bits de profundidade, taxa de
amostragem de 16 quadros por segundo e resolucdo espacial de 1.89 pixels/um. A matriz
imagem possui 592 x 420 pixels.

2.2. Pré-processamento

O filtro bilateral [Tomasi and Manduchi 1998] foi usado como uma etapa de pré-
processamento para a reducdo de ruido das imagens, aplicado previamente a estabilizacao
dos quadros do video. A utilizacao do filtro bilateral realca o contraste das bordas dos va-
sos sanguineos, aumentando a estabilidade do processo de co-registro dos quadros.

2.3. Técnica de co-registro

O método proposto (Figura 1) envolve o ajuste iterativo dos parametros p da
transformagdo 7'(p). Os pixels da imagem mével M (x) sdo mapeados nos pixels da
imagem fixa F'(x) usando uma métrica de similaridade S(p|F, M,T). Um otimizador
que aplica o método do gradiente descendente busca o melhor conjunto de pardmetros
p num espago de parametros que minimiza o valor da fun¢do de similaridade entre as
imagens F' e M. O método utiliza um esquema multiresolu¢do, no qual o processo de
estimagdo do conjunto 6timo de parametros € iniciado na imagem de menor resolugcao
(topo da piramide na Figura 1). Os parametros obtidos nos niveis mais altos da piramide
sdo propagados para os niveis inferiores. Essa abordagem permite tanto a reducao do
tempo de processamento do algoritmo quanto o aumento da robustez do método.

O conjunto inicial de parametros é obtido aplicando uma transformacao rigida que
move o centro de massa da imagem M (quadro mével) para a mesma posicao espacial do
centro de massa da imagem F' (quadro fixo). Esse procedimento maximiza as chances
de obtencdo de um conjunto 6timo de parametros p. Visto que a estrutura dos vasos
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Figura 1. Diagrama de blocos do método proposto.



sanguineos nas imagens ndo sofrem deformacao ao longo do experimento, optou-se pela
utilizacdo de uma transformacio afim ' — Ax + T [D. Mattes and Eubank 2001]. Os
coeficientes da matriz A representam os parametros de rotagdo, escala e cisalhamento, e T’
€ o vetor coluna que mapeia translacdes da imagem mével. O mapeamento dos pontos da
imagem M naimagem F' é realizado usando interpolagdo linear. A métrica S(p|F, M, T')
utilizada foi a informacdo mutua [Viola and Wells 1997, D. Mattes and Eubank 2001],
que ¢ uma medida da dependéncia estatistica entre duas varidveis aleatorias que, no caso,
correspondem a distribuicao dos niveis de cinza nas imagens [' e M.

3. Resultados Preliminares e Discussoes

Quadro 49

Quadros 49 - 39, RMSE: 7.01799

Quadro 39

Quadro 113 Quadro 116 Quadros 116 - 113, RMSE: 12.8065

Figure 2. Quadros extraidos do video original antes do método de estabilizacao.

As Figuras 2 e 3 ilustram duas sequéncias de quadros de um video de microscopia
intravital e os resultados da subtracdo dos mesmos. O espacamento entre os quadros nas
Figuras 2 e 3 foi aplicado para melhor visualizacdo do efeito do método de estabilizacao.
Simbolos em forma de cruz, igualmente espacados, foram inseridos nas imagens para
melhor visualizacao.

Por analise visual do padrdo tabuleiro de xadrez nas Figuras 2 e 3 (colunas a di-
reita), gerado a partir da combinacao de blocos consecutivos extraidos de duas imagens
de entrada para produzir uma imagem de padrao quadriculado como saida, € possivel
verificar claramente na regido de borda dos vasos sanguineos o efeito do movimento
proveniente da respiragdo do animal, que neste caso é muito maior nas imagens sem
estabilizacdo. Em comparacao, na Figura 3 nota-se que apos o co-registro dos quadros,
apenas os movimentos dos leucdcitos siao perceptiveis.

Em adicdo a anélise visual, o valor da raiz do erro médio quadratico (root mean
square error - RMSE) foi calculado para cada imagem resultante da subtracdo dos
quadros nas Figuras 2 e 3. Confirmando tal anélise, os valores do RMSE sdo menores
para as imagens com aplica¢ao do método de estabilizacao.
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Quadro 113 Quadro 116 Quadros 116 - 113, RMSE: 5.59284

Figure 3. Quadros extraidos do video apds método de estabilizacao proposto.

4. Conclusoes

Um método para a estabilizacdo de imagens de video de microscopia intravital foi apre-
sentado neste trabalho. Embora os resultados obtidos sejam bastante promissores, o efeito
do borramento e da distor¢do causado pelo movimento do animal em alguns quadros €
excessivo e, mesmo apos a estabiliza¢do do video, o rastreamento dos leucdcitos € preju-
dicado. Duas frentes de pesquisa estdo sendo investigadas para solucionar esse problema.
A primeira envolve o desenvolvimento de um aparato mecanico para melhor fixacdo do
animal sob o microscopio. A segunda abordagem refere-se ao desenvolvimento de um
método automatico para a restauracao de quadros com excesso de borramento.
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