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ABSTRACT - It is presented in this paper some image processing
tools for an analysis of cells proliferation. Microscopic images
of cells populations are segmented and analysed geometricaly

using only Matnematical Morphology transformations.

1. INTRODUGAO

Doengas como a AIDS e o CANCER caracterizam-se pela
proliferagdo celular, desenvolvimento rapido e desordenado de um
grupo de <cé&lulas. Essas células, que estio em fase de sintese,
podem ser marcadas pelo anticorpo Ki67, pois este anticorpo
provoca uma reagdo gquimica que as tinge de uma "coloragdo
diferente das demais (Lokhorst et al., 1988).

A anédlise geométrica das populacdes de células
marcadas e ndo marcadas pode ser uma informagdo Gtil para ajudar
a entender fentmenos ligados & proliferacao.

0 métbdo c]éssicé de apreciar essas populagdes de
células @ a simples avaliacdo da porcentagem de células marcadas

em relacdo as ndo marcadas.

¥ Tste frabalng foi desenvolvido ne Centro de Morfologia
Matemitica da Escola Nacional Superior de Minas.de Paris,
Franga.
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¢ objetivo deste artigo 2 apresentar alguns
srocedimentos de processamento de imagens que permitem segmentar
e analisar geometricamente imagens microscdpicas de cortes de
tecido de doentes de AIDS (Barrera et al., 1989). Os
procedimentos desenvolvidos séo formulados exclusivamente em
termos de transformacdes da Morfologia Matemdtica (Serra, 1982,
Barrera, 1987). Em particular, as transformagdes morfoldgicas
construidas através de grafos (Vincent, 1989) sdo usadas para

estudar relacbes de vizinhanga entre células.

2. METODOLOGIA

As imagens microscépicas de cortes de tecido sdo
adquiridas com o auxilio de dois filtros diferentes de cores: um
laranja e outro violeta. Com o primeiro, todas as células sao
bem visiveis, enquanto que com o segundo somente as células
marcadas tém um contraste forte.

A imagem adquirida com filtro laranja & segmentada,
isto &, transformada em uma imagem bindria onde os pontos do
plano cobertos por células tém valor 1 e os ndo cobertos 0. A
partir da imagem adquirida com o© filtro violeta sao
jdentificadas as células mais contrastadas {(células marcadas
pelo anticorpo ki67). £ entdo possivel diferenciar dois grupos
de células e criar um grafo de vizinhanga entre células.

Com a ajuda do grafo de vizinhanga & estudada a
densidade espacial (medida de aglomeramento de células de um
mesmo grupo) de cada grupo de células.

As imagens tratadas sio amostradas por uma grade
nhexagonal. As operacdes morfoldgicas sobre imagens sdo efetuados

no Morphopericolor e as operagdes morfoldgicas construidas
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através de grafos s3c efetuadas o Morphograph, sistemas

especialisados para estes tipos de tratamento.

3. ESTUDO QUALITATIVO DAS IMAGENS

Propomos uma heuristica para a segmentacdo, baseado na
andlise qualitativa de imagens da classe de interesse.

A figura 1 apresenta uma imagem tipica, obtida com um
filtro de cor laranja. Observando esta figura podemos notar gue:
. As c&lulas estdo sobre um fundo (regido clara que recobre toda
a superficie da imagem).

- 0 fundo nio @& regular, isto &, sobre o fundo existem objetos
que ndo sdo células: os artefatos.

- Cada célula & mais escura gque a parte do fundo onde ela se
encontra.

- 0 nivel de cinza de cada c&lula ndo & muito regular.

- As células sdo praticamente convexas.

- As células estio muito prdximas e, por vezes, chegam mesmo a
se tocar.

- Cada cé&lula & maior que o hexdgono elementar (Barrera et al.,

19891.

4. SEGMENTACAO

0 problema de segmentar este tipo de imagem é
complexo, porque existem muitos artefatos, as células sao
irregulares e.m;}to proximas umas das outras.

A estratégia adotada aqui & dividir o problema em dois
subproblemas mais simpleé:

1 - Identificacao individual das células.

~

2 - Extragdo da "regido de presenca de células”.
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A partir dessas duas transformagdes intermediarias, as

células propriamente. ditas sdo extraidas por SKIZ geodésico

{Beucher et Vincent, 1989},

4.1 - IDENTIFICAGAO INDIVIDUAL DAS CELULAS

0 procedimento de identificagdo individual das cé&lulas
constitui-se de uma série de etapas, que visam simplificar
progressivamente a 1imagem até a obtengdo dos identificadores

desejados {pontos isolados que tocam uma Gnica cé&lula):

a - Eliminagd8o de <cé&lulas muito peguenas e homogeinizagdo do
interior das células restantes, por uma reconstrucdo da imagem
original a partir de wuma dilatacdo desta mesma imagem (Beucher

et Vincent, 1989).

b - Eliminagdo de Artefatos por wuma reconstrugcdo da imagem
obtida na etapa a, a partir de uma erosdo da imagem obtida na

etapa a (Beucher et Vincent, 1983).

¢ - ldentificacdo da regido central dos objetos mais escuros que

o fundo, pela pseudo erosdo Gltima (Barrera et al., 1989)

aplicada a imagem obtida na etapa b.

d - Reducdo da regido central” dos objetos & uma imagem binaria;

por uma limiarizagdo da imagem obtida na etapa c.

e - Criagdo dos identificadores, por uma sequéncia de

transformagfes morfoidgicas aplicada a imagem cbtida na etapa d:



fechamento (Serra, 1982), bissetriz condicional (Meyer, 1979},

esqueleto-D, dilatacdo, esqueleto-D (Beucher et Vincent, 1989).

A figura 2 apresenta o resultado da aplicacdo dessa

cadeia de processamentos & imagem da figura 1.

4.2 EXTRACAO DA "REGIAQ DE PRESENGA DE CELULAS"

0 procedimento de extragdo da "regido de presenga de
células", regido onde existe um conjunto de cé&lulas muito

proximas umas das outras, & constituido de duas etapas:

a - Realce e inversdo de contraste, que sao obtidos pela

diferenca entre a dilatacdo da imagem original, por um elemento

estruturante da ordem de grandeza das células, e a propria.

b - Extracdo da "“regido de presenca de cé&lulas", que & obtida

pela limiarizacdo da imagem gerada em a.

A figura 3 apresenta o resultado da aplicagdao dessa

cadeia de processamentos & imagem da figura 1.

4.3. EXTRAGAO DAS CELULAS

Para segmentar a imagem & efetuado um SKIZ geodésico,

isto &, uma reconstrugdo, que preserva a homotopia da imagem de
partida, da “regido de presenca de células" a partir dos
identificadores individuais das células. Em seguida, os
contornos s3o suavisados por uma abertura {Serra, 1982).

A figura 4 apresenta o resultade do procedimento de

segmentagdo aplicado a imagem da figura 1.
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5. IDENTIFICAGAO DE CELULAS MARCADAS

Na imagem adquirida com filtro violeta, um grupo de
células & bem mais escuro que as demais (células marcadas pelo
anticorpo ki67). 0 procedimento de identificagdo dessas células
€ o mesmo que o usado para extracao da "“regido de presencga de

células", isto @&, realce e inversdo de contraste, seguido de

limiarizacdo.

A figura 5 apresenta a imagem da mesma regido de
tecido da figura 1, porém agora adquirida com filtro violeta.
Estda também superposta a esta imagem o contorno das células

marcadas.

6. TRATAMENTO DE GRAFOS

Neste trabalho os grafos considerados sio os grafos de
vizinhanca. A regra usada para a construgdo desses grafos & a
triangularizagdo de Delaunay. Estes grafos s3o usados na

construcdo das funcgdes estruturantes, que definem o procedimento

de granulometria (Vincent, 1989).

A granulometria, sequéncia de aberturas com elementos
estruturantes de tamanho crescente, & usada como medida de
adensamento espacial das células. As células que persistem apés
uma abertura estdo cercadas por um nimero major de células do
mesmo grupo do que aquelas que desaparecem apds essa abertura.

A figura 6 apresenta* um grafo de vizinhanga, onde
estdo diferenciados dois grupos de células: marcadas e ndo
marcadas pelo anticorpo ki67. A figura 7 apresenta a

granulometria efetuada sobre o grafo da figura 6.
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8.CONCLUSAD

Os procedimentos apresentados neste. artigo para
estudar a proliferacdo celular sd0 ‘um bom exemplo do uso das

técnicas da Morfologia Matemadtica na andlise de 4imagens.

0 método foi testado com sete 1imagens diferentes e
todos os - resultados foram t&o bons' quanto os apresentados no
exemplo 11ustratiVo.

As transformagdes morfoldgicas construidas a partir de

grafos mostraram-se {teis para estudar a relagdo de vizinhanca

entre célutlas.

Fig. 1 - Imagem adquirida com filtro laranja (imagém original).
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Fig. 2 - Identificadores individuais das cé&lulas presentes na

imagem original.

Fig. 3 - "Regido de Presenca de Células” na imagem original 1.
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